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PREFACE 

A  LA  SECONDE  EDITION 


L' extraordinaire  diversity  du  monde  vivant  est  pour  beaucoup  d'entre  nous  un  sujet  d'etonnement  et  d'emer- 
veillement.  Et  pourtant,  tons  les  organismes  qui  composent  cette  biodiversite fonctionnent  sur  la  base  de  mecanismes 
vitaux  qui  revelent  de  nombreuses  similitudes.  Ce  paradoxe  apparent  tient  aufait  que  chaque  organisme  est  consti¬ 
tue  de  celhdes,  unites  elementaires  du  vivant,  qui  derivent  toutes  d'une  forme  cellulaire  ancestrale  commune.  Les 
cellules  animales,  comme  les  celhdes  vegetales,  les  protistes  ou  encore  les  bacteries,  ont  herite  des  memes  grands 
mecanismes  fonctionnels.  C'est  la  raison  pour  laquelle  la  Biologie  Cellulaire  constitue  lefondement  de  tout  enseigne- 
ment  de  Biologie,  quelle  que  soit  lafinalite  de  cet  enseignement  :  recherche,  education,  medecine  ou  pharmacie. 

La  nouvelle  edition  du  livre  de  Jean-Claude  Callen  constitue  une  remarquable  synthese  des  notions  modernes  de 
Biologie  Cellulaire  que  les  etudiants  entrant  a  1'Universite  ou  en  classes  preparatoires  se  doivent  d'acquerir.  Cette 
nouvelle  edition  etait  une  necessite  car  elle  devait  s'enrichir  des  progres  de  la  recherche  menee  au  cours  de  ce s  der- 
nieres  annees.  Le  decryptage  de  genome  de  nombreux  organismes  associes  au  developpement  des  techniques  de 
Biologie  Moleculaire,  et  V emergence  de  nouvelles  technologies  performantes  dans  le  domaine  de  Yimagerie,  ont  ete 
desfacteurs  decisifs  dans  I'avancee  des  connaissances  en  Biologie  Cellulaire. 

Certes,  tons  les  mecanismes  cellulaires  et  leurs  reseaux  de  regulation  sont  loin  d'etre  elucides.  Toutefois,  le  niveau 
de  connaissance  atteint  aujourd'hui  permet  dejd  de  comprendre  bon  nombre  de  pathologies  humaines  ou  animales, 
associees  a  des  dereglements  cellulaires  precis,  ouvrant  de  ce  fait  de  nouvelles  perspectives  therapeutiques  et  de  pre¬ 
vention.  Jean-Claude  Callen  a  eu  le  souci  constant  de  rappeler,  sous  forme  d'encarts,  les  relations  etroites  qui  exis¬ 
tent  entre  la  Biologie  Cellulaire  et  la  pratique  medicate.  Cette  illustration  de  Vimpact  croissant  de  la  Biologie 
Cellulaire  et  Moleculaire  sur  la  s ante  humaine  est  d'un  interet  majeur  pour  les  etudiants  en  medecine,  et  ne  pent  que 
les  stimuler  dans  Vapprentissage  de  leur  art. 

En  tant  que  Professeur  de  Biologie,  responsable  du  PCEM1  d'un  grand  CHU  Parisien,  je  connais  les  nombreuses 
dijficultes  rencontrees  par  les  etudiants  pour  leur  preparation  au  concours.  Parmi  celles-ci,  I'une  est  le  niveau  de 
connaissance  requis  pour  esperer  etre  classe  en  rang  utile.  Une  autre,  plus  subtile,  concerne  Y aptitude  de  Yetudiant  a 
s'autoevaluer.  La  seconde  edition  de  «  Biologie  Cellulaire  »  de  Jean-Claude  Callen  repond  a  ces  deux  aspirations.  Son 
contenu,  actualise  et  condense,  est  parfaitement  adapte  au  niveau  d'apprentissage  necessaire  pour  se  presenter  aux 
epreuves  du  concours.  De  plus,  une  autoevaluation  est  proposee  sous  forme  de  plus  de  300  questions  de  type  QROC 
(Questions  a  Reponses  Ouvertes  et  Courtes),  similaires  a  celles  que  nous  posons  lors  de  nos  veritables  epreuves. 
L'etudiant  aura  done  la  possibilite  de  tester  a  lafois  ses  connaissances  et  son  esprit  d' analyse,  mais  aussi  son  apti¬ 
tude  d  repondre  d  ces  questions  durant  un  temps  limite. 

Le  livre  de  Jean-Claude  Callen  possede  bien  d'autres  qualites  que  le  lecteur  decouvrira  et  appreciera,  en  particulier 
une  illustration  abondante  avec  des  schemas  d'une  grande  clarte  et  d’une  grande  precision.  C'est  un  livre  agreable  a 
lire  dont  je  recommande  vivement  la  lecture  a  tons  les  etudiants,  particulierement  a  ceux  qui  preparent  des 
concours.  Ce  livre  apportera  de  nombreuses  reponses  d  leurs  questions,  il  lesfera  reflechir,  et  cette  reflexion  generera, 
je  I'espere,  de  nouvelles  et  pertinentes  interrogations. 

Roland  Perasso 

Professeur  a  l'Universite  Paris  Sud  XI 
Directeur  du  laboratoire  de  Biologie  Cellulaire  4,  UMR  CNRS  8080 
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PREFACE 

A  LA  PREMIERE  EDITION 


La  vie  est  en  nous,  dans  les  etres  vivants  qui  nous  entourent  et  qui  ont  contribute  au  fagonnage  de  la  Terre  au 
cours  de  milliards  d'annees. 

Notre  sante,  notre  alimentation,  les  progres  de  nos  societies  dependent  de  notre  connaissance  et  de  notre  compre¬ 
hension  du  vivant.  Cheque  generation  a  apporte  s a  contribution  a  la  construction  de  ce  savoir.  La  structure  logique 
de  celui-ci  a  ete  etablie  au  cours  de  ce  siecle  par  la  theorie  cellulaire.  Elle  enongait  que  la  cellule  est  V unite  de  struc¬ 
ture  et  de  fonction  du  monde  vivant  et  que  toute  cellule  derive  d'une  cellule  preexistante.  La  biologie  cellulaire  etait 
ainsi  nee.  Elle  allait,  par  la  suite,  trouver  sa  place  de  maniere  cartesienne  dans  les  enseignements  fondamentaux  de  la 
formation  s uperieure  des  biologistes,  pins,  plus  generalement,  dans  celle  de  tons  les  lyceens. 

Comme  pour  toutes  les  disciplines  scientifiques,  Vemergence  de  nouveaux  outils  produit  des  avancees  concep- 
tuelles  et  technologiques  qui  mettent  a  Vepreuve  les  connaissances  existant  a  un  moment  donne.  A  ce  titre,  au  milieu 
de  ce  siecle,  la  microscopie  electronique  a  constitue  pour  la  biologie  cellulaire  un  s aut  capital.  Elle  a  tout  a  la  fois 
valide  lefondement  de  la  theorie  cellulaire  et  devoile  par  la  decouverte  intime  des  membranes  et  des  organites  line 
richesse,  line  complexite  et  une  coherence  extraordinaires.  La  biologie  cellulaire  s'est  imposee  alors  comme  element 
central  de  la  connaissance  du  vivant  car  elle  tisse  les  liens  entre  des  niveaux  d' organisation  differents,  moleculaires, 
organismiques  et  populationnels  (a  travers  la  reproduction).  Elle  ouvre  parallelement  des  voies  d' etude  pour  mieux 
comprendre  la  diversity  et  I'unicite  du  vivant.  La  biochimie,  la  genetique,  la  biophysique,  la  physiologie,  la  biologie 
moleculaire  vont  tour  a  tour  en  developper  et  en  eclairer  des  aspects  essentiels  :  le  metabolisme,  I'ADN  et  les  genomes, 
les  membranes  et  leurs  remarquables  proprieties  de  surface  et  d'echange,  la  photosynthese,  la  synthese  proteique,  etc. 

Appuyees  sur  la  biologie  cellulaire,  toutes  les  disciplines  biologiques,  y  compris  les  plus  eloignees  a  priori  comme 
Vecologie  ou  revolution,  connaissent  aujourd'hui  un  essor  extraordinaire  quifonde  des  progres  biotechnologiques  et 
des  transformations  economiques  considerables.  Ce  mouvement  est  loin  d'etre  epuise,  car  les  milliers  ou  dizaines  de 
milliers  de  genes  qui  font  un  genome,  et  I'infinie  variation  des  mediations  environnementales  constituent  autant  de 
possibilities  de  vivre  et  de  reagir  pour  les  cellules,  qui  ne  seront  pas  toutes  explorees  dans  un  avenir  previsible.  En 
revanche,  les  jeunes  generations  de  scientifiques  et  de  citoyens  auront  a  s'en  preoccuper  pour  comprendre  le  milieu 
ou  elles  vivent  et  sur  lequel  elle s  agissent. 

L'enseignement  de  la  biologie  cellulaire  reste  done  aujourd'hui  tout  aussi  indispensable  qu'il  V etait  il  y  a  dix  ou 
vingt  ans,  mais  il  se  doit  de  changer  de  pratique. 

Certes,  la  magie  de  la  decouverte  de  la  cellule  et  de  sa  complexite  doit  toujours  etre  communiquee  aux  etudiants. 
Mais  Vexigence  intellectuelle  et  sociale  va  au-dela.  Cet  enseignement  doit  preparer  les  jeunes  scientifiques  a 
Vapproche  et  a  la  comprehension  de  la  complexite  et  de  la  coherence  cellulaires.  Comme  la  discipline  a  depasse  le 
stade  oil  elle  pent  etre  presentee  de  fagon  exhaustive,  un  nouvel  exercice  pedagogique  qui  incite  a  la  curiosite  et  a 
V effort  d' imagination,  qui  fournisse  les  fondements  de  la  connaissance  les  plus  pertinents  et  les  demarches  de  raison- 
nement,  est  maintenant  necessaire.  Certes  des  livres  specialises  et  tries  complets,  principalement  anglo-saxons,  exis¬ 
tent  bien  mais  ils  s'adressent  le  plus  souvent  a  un  public  dejd  initie.  Nous  avions  besoin  d'un  ouvrage  qui  ait  les 
qualities  evoquees  plus  haut,  tout  en  s'adressant  a  un  public  de  jeunes  bacheliers.  Je  suis  convaincu  que  Jean- 
Claude  Callen  a  produit  cet  ouvrage.  Il  sait  apporter  des  connaissances,  couvrir  1 ensemble  du  domaine  et  susciter  la 
curiosite  sans  jamais  la  saturer  par  une  inutile  exhaustivite.  Il  en  appelle  a  notre  esprit  et  d  notre  sens  esthetique  par 
la  qualite  de  la  presentation  et  celle  des  illustrations  et  des  figures.  Il  nous  interroge  discretement  sur  ce  que  nous 
avons  retenu.  Il  nous  presente  un  texte  vivant  ou  les  maitres  de  la  discipline  sont  evoques  pour  la  qualite  de  leurs 
apports  et  ou  Vhistoire  a  sa  place.  Enfin,  il  nous  rappelle  avec  delicatesse  que  la  biologie  cellulaire  est  une  veritable 
discipline  et  que  le  dogme  doit  s'effacer  avec  humilite  devant  V experience  et  la  critique. 

Je  souhaite  que  de  nombreux  jeunes  lecteurs  (et  de  moins  jeunes)  prennent  un  grand  plaisir  a  lire  ce  livre,  tout  en 
enfaisant  un  outil  qui  les  accompagne  dans  leur  etude  et  la  construction  de  leur  representation  de  la  vie. 

Jean-Claude  Mounolou 

Professeur  honoraire  a  l'universite  Paris-Sud  (Centre  d'Orsay) 
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AVANT-PROPOS 


Ce  manuel  s'adresse  principalement  aux  etudiants  en  biologie  des  premiers  cycles 
universitaires  :  DEUG  SV,  classes  preparatories  aux  grandes  ecoles,  facultes  de  mede- 
cine  et  pharmacie,  etc.  II  est  egalement  destine  aux  candidats  aux  concours  de  recrute- 
ment  des  Professeurs  du  second  degre  qui  y  trouveront,  sous  une  forme  condensee,  les 
donnees  de  base  les  plus  recentes  relatives  au  fonctionnement  des  cellules. 

Au  cours  de  leurs  annees  de  lycee,  les  etudiants  ont  acquis  une  vaste  culture  gene- 
rale  en  biologie,  fondee  sur  une  approche  essentiellement  organismique.  L'inconve- 
nient  d'une  telle  demarche,  aux  yeux  des  « cellularistes »,  est  que  les  bases  cellulaires 
des  phenomenes  vitaux  y  apparaissent  eclatees  a  la  fois  dans  l'espace  (au  sein  d'un 
meme  ouvrage)  et  dans  le  temps  (tout  au  long  du  cursus  scolaire).  Les  cellules  ne  sont 
alors  percues  que  comme  des  elements  de  structure  et  de  fonction  au  service  d'un 
ensemble  d'ordre  superieur,  et  non  comme  des  entries  ayant  une  autonomie,  une  vie 
propre.  Outre  l'approfondissement  indispensable  des  connaissances  conceptuelles  et 
experimentales,  l'objectif  majeur  du  present  ouvrage  est  de  recentrer  les  preoccupations 
biologiques  autour  de  la  seule  cellule,  unite  de  base  du  monde  vivant.  En  d'autres 
termes,  il  s'agit  ici  de  faire  vivre  concretement  les  cellules,  de  la  meme  maniere  que  l'on 
voit  vivre  les  organismes  macroscopiques  qui  nous  entourent  :  en  effet,  comme  eux, 
elles  se  nourrissent  et  grandissent,  communiquent  entre  elles,  se  deplacent,  se  multi- 
plient  et  meurent. 

Bien  que  les  contours  de  la  discipline  ne  soient  pas  toujours  faciles  a  cerner,  ce 
manuel  se  veut  etre  un  ouvrage  de  stricte  biologie  cellulaire.  En  dehors  de  quelques 
brefs  rappels,  on  n'y  trouvera  done  pas  de  donnees  de  biochimie  :  structure  et  proprie- 
tes  des  biomolecules,  enzymologie,  bioenergetique,  metabolisme,  etc.,  qui  sont  develop- 
pees  dans  un  ouvrage  de  la  meme  collection  ( Biochimie ,  de  Georges  Hennen).  II  faut 
bien  insister  sur  le  fait  que  de  bonnes  connaissances  dans  cette  discipline  sont  indispen- 
sables  pour  comprendre  les  regies  de  construction  des  edifices  constituant  les  cellules, 
ainsi  que  les  multiples  reactions  chimiques  qui  s'y  deroulent ;  on  rappelle  en  particulier 
l'importance  capitale  des  interactions  de  surface  entre  macromolecules,  que  permet 
l'organisation  tridimensionnelle  unique  des  polymeres  biologiques.  De  meme,  les  don¬ 
nees  de  biologie  moleculaire  decrites  dans  cet  ouvrage  sont  reduites  au  minimum 
necessaire  pour  une  bonne  maitrise  des  mecanismes  conduisant  a  la  synthese  et  a  la 
distribution  intracellulaire  des  proteines,  qui  representent  l'activite  majeure  des  cel¬ 
lules,  et  a  la  division  du  materiel  genetique.  En  revanche,  toutes  les  fonctions  cellulaires 
liees  a  des  structures  ou  des  organites  specifiques,  que  ce  soit  chez  les  Procaryotes  ou 
les  Eucaryotes,  constituent  le  corps  de  l'ouvrage  et  font  l'objet  de  developpements 
detailles. 


Avant-Propos  IX 


La  premiere  des  idees-force  que  l'on  souhaiterait  faire  passer  a  travers  les  divers  cha- 
pitres  de  ce  cours  est  que  le  fonctionnement  des  cellules  est  hautement  integre.  Chez  les 
Eucaryotes,  en  particulier,  les  principales  fonctions  vitales  ne  peuvent  s'accomplir 
qu'en  faisant  intervenir  un  grand  nombre  de  compartiments  distincts  ;  de  plus,  une 
structure  ou  un  organite  bien  precis  participe  le  plus  souvent  a  plusieurs  activites  diffe- 
rentes  au  sein  des  cellules.  La  deuxieme  idee  est  qu'il  faut,  a  tous  les  niveaux,  depuis  les 
molecules  jusqu'aux  cellules,  en  passant  par  leurs  structures  elementaires  et  les  orga- 
nites  les  plus  varies,  rechercher  les  rapports  qui  existent  entre  les  structures  et  les  fonc¬ 
tions  :  c'est  la  seule  grille  de  lecture  permettant  de  comprendre  de  maniere  definitive 
les  mecanismes  du  vivant.  A  l'oppose  de  la  representation  statique  des  cellules  fournie 
par  les  micrographies,  qui  etait  celle  repandue  dans  les  annees  60  a  la  suite  du  develop- 
pement  de  la  cytologie  electronique,  la  vision  actuelle  des  processus  biologiques  est 
essentiellement  dynamique.  Ces  derniers  se  manifestent  par  une  deformation  inces- 
sante  des  membranes  cellulaires,  des  deplacements  d'organites  sur  de  longues  dis¬ 
tances,  des  trafics  en  tous  sens  de  molecules  au  sein  du  cytoplasme,  des  echanges 
d'information  entre  les  cellules  et  leur  milieu,  etc. 

Les  donnees  presentees  dans  ce  livre  s'appuient,  autant  que  possible,  sur  des  bases 
experimentales  ;  les  techniques  utilisees  de  fa  con  courante  en  biologie  cellulaire  y  sont 
done  decrites  en  detail  et  abondamment  illustrees.  La  tentation  est  toujours  grande  de 
proposer  au  lecteur  les  experiences  les  plus  recentes  dans  la  discipline.  Cependant,  leur 
complexite  et  leur  haut  degre  de  technicite  conduisent  souvent,  apres  la  necessaire  sim¬ 
plification  inherente  au  niveau  auquel  se  situe  cet  ouvrage,  a  les  rendre  faussement 
intelligibles,  voire  parfaitement  inintelligibles  pour  des  non-specialistes  ;  une  telle 
approche  superficielle  tend  de  plus  a  faire  croire  que  les  donnees  experimentales  sont 
faciles  a  obtenir  et,  par  consequent,  definitives.  C'est  dans  cet  esprit  que  des  methodes 
et  des  experiences  anciennes  ont  aussi  ete  decrites  ;  outre  leur  interet  historique,  elles 
sont  en  general  de  construction  plus  simple  et  peuvent  etre  presentees  avec  tous  les 
controles  et  les  temoins  indispensables.  Elles  sont  plus  faciles  a  analyser,  a  critiquer  et  a 
comprendre  completement,  que  des  protocoles  modernes  sophistiques  ;  elles  illustrent 
done  mieux  la  demarche  experimentale  et  s'averent  bien  plus  demonstratives  et  forma- 
trices  pour  le  raisonnement  scientifique. 

La  tendance  actuelle,  refletee  par  les  titres  de  plusieurs  ouvrages  de  biologie  cellu¬ 
laire  modernes,  est  d'accrediter  l'idee  reductrice  selon  laquelle  il  existerait  une  cellule- 
type  et  une  grande  uniformite  des  phenomenes  biologiques  a  l'echelle  cellulaire. 
N'a-t-on  pas  longtemps  confondu,  de  cette  fa^on,  Escherichia  coli  avec  l'ensemble  des 
Procaryotes  ?  S'il  est  vrai  que  les  biologistes  moleculaires  nous  apprennent  que  les 
mecanismes  genetiques  fondamentaux  unifient  le  monde  vivant,  il  faut  bien  constater 
aussi  l'extreme  diversity  morphologique  et  physiologique  des  categories  de  cellules 
bacteriennes,  animales,  vegetales,  etc.,  qu'il  nous  est  donne  d'observer.  A  la  maniere 
des  humains,  elles  sont  done  a  la  fois  « toutes  semblables  et  toutes  differentes »,  et  c'est 
ce  qui  fait  sans  doute  la  richesse  et  l'interet  de  la  biologie  cellulaire. 

Rediger  seul  un  manuel  couvrant  une  discipline  aussi  large,  dont  revolution  est  en 
outre  tres  rapide,  n'est  pas  sans  risques  ;  nos  etudiants  meritent  bien  neanmoins  que 
l'on  en  prenne  quelques-uns.  Les  specialistes  pourront  critiquer  les  simplifications 
inherentes  a  ce  genre  d'ouvrage,  discuter  le  choix  des  exemples  et  des  illustrations,  rele¬ 
ver  les  eventuels  oublis  et  erreurs  qui  ont  pu  se  glisser  dans  le  texte,  malgre  le  soin 
apporte  a  sa  redaction  et  les  precautions  dont  j'ai  souhaite  m'entourer.  Je  les  prie  sim- 
plement  d'excuser  ces  imperfections  et  de  bien  vouloir  me  les  faire  connaitre,  afin  que 
tous  les  lecteurs  interesses  par  l'etude  du  vivant  disposent  ulterieurement  d'un  texte 
aussi  complet,  fiable  et  attractif  que  possible. 

J.-C.  Callen 
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Chapitre  1 

LA  LOGIQUE  MOLECULAIRE 
DU  VIVANT.  DES  MOLECULES 

AUX  ORGANISMES 


Bien  que  chacun  de  nous  soit  intuitivement 
capable  de  faire  la  difference  entre  un  etre  vivant 
(un  animal  ou  une  plante),  et  un  objet  mineral  (un 
caillou  ou  de  l'eau),  de  nombreuses  difficultes  sur- 
gissent  lorsqu'il  s'agit  de  definir  avec  precision  ce 
qu'est  un  etre  vivant  et  ce  que  represente  ce  phe- 
nomene  que  l'on  appelle  la  vie.  A  l'evidence,  les 
organismes  vivants  manifestent  des  proprietes 
extraordinaires  que  ne  possede  pas  la  matiere 
inanimee  :  l'animal  se  deplace,  la  graine  germe, 
alors  que  la  roche  git,  massive  et  sans  reaction.  II 
existe  visiblement,  entre  les  deux  categories 
d'objets,  des  differences  qui  semblent  fondamen- 
tales  et  irreductibles. 

L'analyse  chimique  montre  pourtant  que  l'on  y 
trouve  les  memes  atomes  et  que  la  matiere  vivante 
est  constitute  de  molecules  organiques  inanimees 
obeissant  aux  lois  physiques  et  chimiques  qui 
regissent  le  comportement  de  toute  matiere  dans 
l'univers.  Les  chimistes  nous  montrent  cependant 
que  la  frontiere  entre  le  vivant  et  le  non-vivant  ne 
passe  pas  simplement  entre  le  mineral  et  l'orga- 
nique  car,  depuis  plus  de  150  ans,  ils  sont  capables 
de  fabriquer  de  toutes  pieces  des  molecules  d'une 
complexite  equivalente  a  celle  des  molecules  trou- 
vees  chez  les  etres  vivants.  C'est  au  niveau  de 
l'organisation  macroscopique  et  microscopique  de 
ces  derniers  que  l'on  trouve  les  premiers  criteres 
vraiment  indiscutables  d'une  distinction  fonda- 
mentale  entre  le  monde  vivant  et  les  objets  du 
milieu  mineral  :  meme  les  etres  vivants  les  plus 
simples  sont  extremement  complexes  si  on  les 
compare  aux  constructions  cristallines  les  plus  ela- 
borees. 


Un  etre  n'est  pas  vivant  du  seul  fait  de  la  com¬ 
plexite  et  du  nombre  considerable  de  molecules 
differentes  qui  le  constituent.  II  n'est  pas  si  facile, 
parfois,  quel  que  soit  le  niveau  d'organisation 


auquel  on  s'adresse,  de  distinguer  la  vie  ralentie 
de  l'absence  de  vie,  la  vie  de  la  mort,  et  les  etres 
vivants  illustrent  par  excellence  le  precepte  selon 
lequel  «le  tout  peut  etre  bien  plus  que  la  somme 
des  parties »  !  Un  organisme  n'est  vivant  que  si  on 
peut  lui  attribuer  un  certain  nombre  de  proprietes 
dynamiques  rassemblees  sous  le  terme  de  physio¬ 
logic.  Les  caracteristiques  fonctionnelles  propres  a 
la  matiere  vivante  sont  les  suivantes  : 

-  accroissement  et  renouvellement  permanent  de 
sa  substance,  lies  a  une  activity  complexe  de  syn- 
these  et  de  degradation  :  le  metabolisme  ; 

-  capacity  de  reaction  et  excitabilite,  que  l'on  peut 
detecter  a  tous  les  niveaux,  depuis  la  molecule 
jusqu'a  l'organisme ; 

-  reproduction  conforme  et,  meme  si  cela  semble 
contradictoire,  possibility  pour  le  materiel  gene- 
tique,  qui  est  le  support  physique  de  cette  pro¬ 
priety,  de  changement  et  devolution. 

C'est  l'ensemble  de  ces  processus,  reunis  chez  tous 
les  etres  vivants,  et  associes  aux  criteres  de  struc¬ 
ture  signales  plus  haut,  qui  fonde  le  «phenomene 
vie».  Celui-ci  ne  releve  done  pas  d'une  force  spe- 
ciale  qui  caracteriserait  la  matiere  vivante,  comme 
on  le  croyait  encore  a  la  fin  du  xixe  siecle  (esprit 
vitaliste)  ;  et  si  l'on  est  tente  de  considerer  que  les 
organismes  vivants  forment  un  monde  a  part,  dis¬ 
tinct  du  monde  inanime,  il  faut  garder  a  l'esprit 
que  tous  les  phenomenes  qui  se  deroulent  chez 
eux  sont  conformes  aux  lois  generates  de  la  phy¬ 
sique  et  de  la  chimie.  L'extreme  complexite  des 
molecules,  des  structures,  des  mecanismes  mis  en 
oeuvre  et  des  reseaux  d'interactions  existant  chez 
les  etres  vivants  reste  cependant  l'objet  des  mul¬ 
tiples  questions  sans  reponses  auxquelles  sont 
confrontes  les  biologistes. 
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1.  CARACTERISTIQUES 
IDENTIFIANT  LE  MONDE  VIVANT 


1.1  Composition  chimique  elementaire 
de  la  matiere  vivante 


Bien  que  n'apportant  pas  de  renseignements  direc- 
tement  utiles  aux  biologistes,  la  comparaison  de  la 
composition  atomique  de  la  matiere  vivante 
actuelle  avec  celle  des  elements  de  la  biosphere  (la 
croute  terrestre  :  atmosphere  +  hydrosphere  + 
lithosphere)  est  interessante  ;  elle  souligne  en  effet 


les  caracteres  originaux  de  la  constitution  chi¬ 
mique  du  monde  vivant.  L'analyse  des  atomes 
constitutifs  de  divers  etres  vivants,  comparee  a 
celle  du  monde  mineral  (voir  tableau  1.1),  permet 
de  tirer  les  conclusions  suivantes  : 

-tous  les  atomes  constitutifs  des  etres  vivants  se 
rencontrent  aussi  dans  la  croute,  ce  qui  semble 
logique  dans  la  mesure  ou  la  vie  a  pris  naissance 
a  la  surface  de  la  Terre,  bien  que  les  choses  soient 
plus  compliquees  (voir  chapitre  15).  II  y  a  cepen- 
dant  peu  de  ressemblances  entre  les  deux  listes, 
classees  par  ordre  decroissant  d'abondance  ; 

-  seuls  20  a  25  elements  sont  recenses  chez  les  etres 
vivants,  la  variation  portant  sur  certains  atomes 
rares  non  represented  dans  toutes  les  especes.  On 


Biosphere 

Cellules  animales 

Cellules  vegetales 

(%) 

(%) 

(%) 

o 

(8) 

50,0 

O 

62,8 

O 

77,9 

Si 

(14) 

25,8 

C 

19,4 

C 

11,3 

Al 

(13) 

7,3 

H 

9,3 

H 

8,7 

Fe 

(26) 

4,2 

N 

5,1 

N 

0,8 

Ca 

(20) 

3,2 

Na 

(11) 

2,3 

Ca 

1,38 

P 

0,70 

K 

(19) 

2,3 

S 

0,64 

Ca 

0,58 

Mg 

(12) 

2,1 

P 

0,63 

K 

0,22 

H 

(D 

0,9 

Na 

0,26 

S 

0,10 

K 

0,22 

Mg 

0,08 

Ti 

(22) 

0,43 

Cl 

0,18 

Cl 

0,07 

Cl 

(17) 

0,20 

Mg 

0,04 

Na 

0,03 

C 

(6) 

0,18 

P 

(15) 

0,11 

F 

0,009 

Si 

0,0093 

S 

(16) 

0,11 

Fe 

0,005 

Fe 

0,0027 

F 

(9) 

0,10 

Si 

0,004 

Al 

0,0025 

Ba 

(56) 

0,08 

Zn* 

0,002 

B* 

0,0007 

Mn 

(25) 

0,08 

Al 

0,001 

Mn 

0,0003 

N 

(7) 

0,03 

Cu* 

0,0004 

Zn 

0,0003 

Se 

(34) 

0,02 

Se 

0,0002 

Cu 

0,0002 

Br* 

0,0002 

Ti 

0,0001 

divers 

0,47 

Mn 

0,0001 

1 

0,0001 

divers 

0,0001 

divers 

0,0002 

(-)  :  n°  atomique  (*)  Zn  (30),  Cu  (29),  Br  (35),  B  (5) 

Tableau  1.1 

Composition  ponderale  elementaire  comparee  entre  la  biosphere  et  deux  types  d'organismes  :  animal  (corps  humain) 
et  vegetal  (pied  de  luzerne) 

Trois  groupes  d'atomes,  respectivement  abondants,  peu  abondants  et  rares  peuvent  etre  distingues  chez  les  etres 
vivants  ;  quatre  elements  :  C,  H,  O,  N,  rendent  compte  de  plus  de  96  %  de  la  masse  de  ces  derniers.  L'abondance  en  O, 
significativement  superieure  chez  les  Vegetaux,  tient  au  degre  d'hydratation  plus  eleve  en  moyenne  chez  les  cellules 
vegetales,  relativement  aux  cellules  animales.  (D'apres  G.  Bertrand,  1951). 
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distingue  trois  groupes,  selon  leur  importance  : 
4  atomes  abondants,  7  atomes  moyennement  ou 
peu  abondants,  environ  15  atomes  « traces »,  dont 
une  dizaine  sont  universels  et  indispensables  a  la 
vie  ;  les  deux  premieres  categories  representent  a 
elles  seules  99  %  de  la  masse  totale  ; 

-  la  matiere  vivante  selectionne  de  fa  con  conside¬ 
rable  certains  elements  du  milieu  :  N  (170  fois), 
C  (100  fois),  H  (10  fois),  S  et  P  (6  fois),  de  sorte 
que  la  composition  chimique  globale  des  etres 
vivants  est  qualitativement  differente  de  celle  du 
monde  mineral ; 

-  l'oxygene  est  l'element  le  plus  represente  dans 
les  deux  mondes,  car  il  est  un  constituant  de 
l'eau  ;  il  est  le  plus  lourd  de  ceux  abondants  chez 
les  etres  vivants  et  le  plus  leger  de  ceux  abon¬ 
dants  dans  la  croute  terrestre  ; 

-  en  dehors  de  l'oxygene,  le  monde  vivant  est 
caracterise  par  le  carbone  (monde  des  molecules 
organiques)  alors  que  le  monde  mineral  est 
caracterise  par  le  silicium  (monde  des  silicates). 

Il  faut  remarquer  que  les  quatre  elements  les 
plus  abondants  chez  les  etres  vivants  :  C,  H,  O,  N, 
sont  capables  de  realiser  des  liaisons  covalentes  en 
mettant  en  oeuvre  :  1  electron  (H),  2  electrons  (O), 
3  electrons  (N)  et  4  electrons  (C)  pour  saturer  leurs 
orbitales  peripheriques  (a  2  ou  8  positions).  Ces 
elements  sont  les  plus  legers  qui  soient  capables 
de  realiser  des  liaisons  covalentes  (les  trois  der- 
niers  pouvant  realiser  des  liaisons  simples,  doubles 
ou  triples)  ;  avec  ces  quatre  atomes,  les  etres 
vivants  elaborent  une  grande  diversity  de  biomo¬ 
lecules,  depuis  des  molecules  simples  et  de  petite 
taille  jusqu'a  des  macromolecules  ayant  une  orga¬ 
nisation  tres  sophistiquee. 

Le  carbone  a  ainsi  un  role  central  en  chimie 
organique  car  il  peut,  etant  situe  a  mi-chemin  entre 
les  atomes  electropositifs  et  electronegatifs,  se 
combiner  aisement  avec  O  ou  N,  aussi  bien  qu'avec 
H  (on  parle  alors  de  forme  reduite).  De  plus,  il  se  lie 
a  lui-meme  pour  donner  des  chaines  lineaires  ou 
ramifiees,  des  cycles  ou  des  structures  tridimen- 
sionnelles.  L'unique  forme  minerale  de  C  directe- 
ment  accessible  aux  etres  vivants  est  le  C02  gazeux 
de  l'atmosphere  ou  dissous  dans  l'eau,  que  seuls 
les  Vegetaux  verts  et  quelques  bacteries  photosyn- 
thetiques  sont  capables  d'extraire  de  la  biosphere. 


Outre  ces  atomes  majeurs,  deux  autres,  moins 
abondants,  entrent  aussi  dans  la  constitution  de 
certaines  molecules  organiques  :  S  et  P  (dans  les 
proteines  et  les  acides  nucleiques).  Tous  les  autres 


elements  existent  sous  forme  ionique,  dissous 
dans  les  liquides  intra-  ou  intercellulaires,  ou  ils 
ont  des  fonctions  capitales  (cations  :  Na+,  K+,  Ca2+  ; 
anions  :  Cl”,  NO”,  PO2”,  etc.),  sous  forme  de  sels 
insolubles  ou  de  complexes  avec  des  macromole¬ 
cules  (en  general  des  proteines). 


1.2  Organisation  macro-  et  microscopique 


Les  etres  vivants  les  plus  accessibles  a  l'obser- 
vation  directe  (dite  macroscopique)  sont  caracteri- 
ses  par  une  morphologie  et  une  organisation 
generate  tres  diverses  et  souvent  complexes  ; 
celles-ci  ont  servi  depuis  longtemps  a  classer  les 
millions  d'especes  vivantes  et  a  poser  les  premiers 
jalons  de  la  theorie  de  l'evolution.  C'est  aussi  cette 
morphologie  caracteristique  qui  permet  aux 
paleontologues  de  reconnaitre,  par  analogie,  dans 
des  formations  entierement  mineralisees  la  pre¬ 
sence  d'organismes  fossilises  et  incorpores  au 
monde  inanime  ;  s'accompagnant  de  symetries 
(par  rapport  a  un  axe  ou  un  plan),  elle  constitue 
done  dans  un  premier  temps  un  bon  critere 
d'identification.  Il  peut  y  avoir  cependant  des  dif- 
ficultes  avec  certains  cas  particuliers  d'etres 
vivants  contractant  des  liens  etroits  avec  le  milieu 
mineral  (Lichens  incrustants,  par  exemple)  ou  bien 
eux-memes  fortement  mineralises  (Algues  cal- 
caires).  Cette  diversite,  qui  frappe  d'abord  l'obser- 
vateur,  cache  malgre  tout  une  profonde  unite  de 
structure  et  de  composition  des  etres  vivants. 

C'est  au  niveau  de  l'organisation  interne  que 
cette  complexite  se  manifeste  le  plus,  et  ce,  jusqu'a 
l'echelle  des  cellules,  qui  representent  les  plus 
petites  unites  de  vie.  L'utilisation  du  microscope  et 
les  techniques  de  la  cytologie  sont  alors  indispen¬ 
sables  pour  en  realiser  l'analyse  (voir  chapitre  2)  ; 
un  organisme  animal  superieur  contient  plus  de 
200  types  cellulaires  differents  !  L'existence  de 
structures  emboitees  :  organes,  tissus,  cellules, 
organites,  edifices  supramoleculaires,  apparaissent 
fondamentalement  caracteristiques  du  monde 
vivant  et  le  differencient  des  constructions  mine- 
rales  simples  que  sont  les  cristaux.  La  variete  et  la 
complexite  des  roches  que  les  geologues  identi- 
fient  dans  le  monde  mineral  sont  moins  grandes 
que  celles  des  structures  observees  chez  les  orga- 
nismes  vivants,  a  tous  les  niveaux  d'organisation. 
Des  structures  biologiques  microscopiques  ont  ete 
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exceptionnellement  conservees  de  fagon  conve- 
nable  dans  des  fossiles,  au  point  qu'on  peut  dater 
l'apparition,  au  cours  des  temps  geologiques,  des 
premieres  cellules  procaryotiques  ou  eucaryo- 
tiques  (voir  chapitre  16).  L'organisation  precise  de 
ces  cellules  sera  donnee  dans  le  chapitre  suivant. 


1.3.  Metabolisme 


Les  organismes  vivants  prelevent  leur  matiere 
(minerale  ou  organique)  dans  le  milieu,  mais  gene- 
ralement  ils  la  decomposent,  la  reorganised  (en 
consommant  pour  cela  de  l'energie)  avant  d'en 
faire  leur  propre  matiere  :  c'est  une  croissance 
«par  l'interieur  »,  par  opposition  a  la  croissance 
«par  l'exterieur»  d'un  cristal,  dans  le  monde  mine¬ 
ral.  Ce  dernier  s'accroit  en  surface,  en  effet,  a  partir 
de  sa  solution  saturee,  tout  en  gardant  une  cer- 
taine  symetrie.  II  peut  aussi  se  fragmenter,  dispa- 
raitre,  avoir  des  formes  variables  en  fonction  des 
parametres  du  milieu,  mais  tout  cela  n'a  rien  a 
voir  avec  la  vie,  meme  si  cela  la  mime  parfois. 

Les  etres  vivants  ont  la  capacite  unique  d'extra- 
ire  de  l'energie  a  partir  de  leur  environnement  et 
de  la  transformer  pour  construire  leurs  propres 
structures.  Celle-ci  se  presente  soit  sous  une  forme 
physique  :  radiations  lumineuses,  soit  sous  la 
forme  de  molecules  minerales  ou  organiques,  qui 
sont  modifiees  et/ou  degradees  pour  liberer 
l'energie  contenue  dans  leurs  liaisons  chimiques. 
L'energie  ainsi  produite  est  aussi  transformee  en 
travail  mecanique  (a  l'echelle  des  cellules  et  des 
organismes),  en  travail  osmotique  (echanges 
ioniques)  ou  simplement  en  chaleur.  En  l'absence 
de  toute  croissance,  le  simple  renouvellement  per¬ 
manent  des  constituants  de  la  matiere  vivante 
(■ turn-over )  et  l'entretien  des  structures  specifiques 
exige  la  mise  en  oeuvre  des  memes  processus.  Cette 
activite  chimique,  appelee  metabolisme,  implique 
des  echanges  permanents  de  matiere  et  d'energie 
avec  l'environnement  ;  l'absence  absolue  de  tels 
echanges  est  le  seul  vrai  signe  de  mort  (a  l'excep- 
tion  des  cellules  congelees  a  tres  basse  temperature 
et  capables  de  «revivre»,  apres  rechauffement). 

Le  metabolisme  constitue  un  ensemble  haute- 
ment  integre  de  reactions  chimiques  ayant  trois 
fonctions  precises  :  1)  extraction  et  stockage  de 
l'energie,  2)  transformation  des  molecules  exo¬ 
genes  en  materiaux  de  construction  de  la  cellule 
(precurseurs),  grace  a  cette  energie  et  3)  assem¬ 


blage  de  ces  precurseurs  en  macromolecules  a 
fonctions  structurales,  catalytiques  et  information- 
nelles.  Sur  la  base  de  ce  decoupage,  on  distingue  : 
le  metabolisme  energetique,  le  metabolisme 
intermediaire  et  le  metabolisme  relatif  aux 
macromolecules  ;  les  deux  premiers  sont  etroite- 
ment  interconnectes  en  un  reseau  complexe  de 
reactions  montrant  une  remarquable  unite  au  sein 
de  l'ensemble  du  monde  vivant. 

Le  metabolisme  peut  aussi  etre  divise  en 
deux  phases  principales  :  le  catabolisme  et 
l'anabolisme,  qui  ont  lieu  simultanement  dans  les 
cellules  et  sont  eux  aussi  etroitement  interconnec¬ 
tes  au  niveau  de  nombreux  metabolites  communs. 

Le  premier  est  represente  par  toutes  les  etapes 
degradatives  dans  lesquelles  des  molecules  com¬ 
plexes  :  glucides,  lipides,  proteines  (aliments 
venant  du  milieu  exterieur  ou  reserves  faites  par 
les  cellules),  sont  decomposees  en  elements  orga¬ 
niques  plus  simples,  et  meme  le  plus  souvent  en 
composants  mineraux  (C02,  H20  et  NH3).  Au 
cours  de  ces  etapes,  l'energie  potentielle  (ou  ener¬ 
gie  libre)  contenue  dans  les  liaisons  chimiques  des 
molecules  complexes  initiales  est  stockee  sous  la 
forme  d'une  molecule  universelle  :  l'ATP,  dans  ses 
liaisons  dites  «a  haut  potentiel  energetique ».  Une 
partie  des  chainons  carbones  n'est  cependant  pas 
completement  degradee  et  est  « mise  de  cote  »  pour 
servir  de  precurseurs  dans  l'anabolisme.  Celui-ci 
est  une  phase  de  synthese  dans  laquelle  les  precur¬ 
seurs  simples  sont,  grace  a  l'energie  accumulee, 
transformes  en  macromolecules  specifiques  :  poly¬ 
saccharides,  proteines  et  acides  nucleiques.  Cette 
transformation  correspond  a  une  augmentation 
d'ordre,  associee  a  l'augmentation  de  la  com- 
plexite  des  molecules  ;  ce  processus  entraine  une 
diminution  d'entropie  des  systemes  cellulaires  et 
exige  une  grande  consommation  d'energie. 

Chaque  reaction  du  metabolisme  est  catalysee 
par  une  enzyme  particuliere  ;  ces  enzymes  fonc- 
tionnent  selon  des  chaines  de  degradation  ou  de 
synthese  comptant  jusqu'a  vingt  etapes  differentes 
(un  exemple  de  chaine  de  biosynthese  simple  est 
donne  dans  la  figure  4.2).  Ces  chaines  n'ont  pas  le 
plus  souvent  de  realite  physique  ou  structurale 
mais  on  a  mis  en  evidence,  dans  un  nombre  limite 
de  cas,  l'existence  de  complexes  multienzyma- 
tiques  catalysant  sequentiellement  plusieurs  reac¬ 
tions  chimiques.  Dans  les  cellules  eucaryotiques, 
elles  sont  cependant  souvent  separees  dans  des 
compartiments  distincts  et  font  l'objet  de  regula¬ 
tions  specifiques. 
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1.4,  Capacite  de  reaction 


1.5  Reproduction  et  evolution 


Cette  expression  recouvre  une  grande  diversity 
de  phenomenes  et  de  mecanismes  caracterisant  a 
la  fois  les  etres  vivants  et  la  matiere  vivante  elle- 
meme  ;  ils  peuvent  en  effet  etre  decrits  a  toutes  les 
echelles  d'analyse  :  les  organismes,  les  cellules  et 
meme  les  molecules  isolees. 


Les  reactions  des  organismes  animaux  a  des  sti¬ 
muli  externes,  physiques  ou  chimiques,  sont  bien 
connues  ;  elles  mettent  en  jeu  divers  systemes  ou 
appareils  :  sensoriel,  nerveux,  musculaire...,  sou- 
vent  d'une  grande  complexity  structurale,  et  qui 
induisent  des  reponses  comportementales  elabo- 
rees.  Bien  que  des  systemes  non  vivants  apparte- 
nant  au  domaine  de  la  cybernetique  puissent 
mimer  certains  comportements  typiques  du  vivant, 
il  n'y  a  pas  de  comparaison  possible  entre  un  mou- 
cheron  et  un  robot,  meme  sophistique,  tous  deux 
attires  par  une  source  lumineuse  !  Les  Vegetaux 
eux-memes,  plutot  inertes  en  general,  manifestent 
parfois  des  reactions  rapides  et  visibles  :  mouve- 
ments  des  feuilles  de  la  sensitive,  des  plantes  car¬ 
nivores...  Certaines  Bacteries  sont  sensibles  au 
champ  magnetique  terrestre  et  orientent  leur 
deplacement  en  fonction  de  celui-ci ! 

Au  sein  des  organismes  et  des  cellules,  tous  les 
mecanismes  de  regulation  visant  a  maintenir 
l'equilibre  physicochimique  du  milieu  interieur  ou 
du  contenu  cellulaire,  a  court  ou  long  terme 
(homeostasie),  relevent  egalement  de  cette  capa¬ 
cite  de  reaction  des  etres  vivants  vis-a-vis  de  fac- 
teurs  externes.  Les  exemples  en  physiologie 
animate  ou  vegetale  ne  manquent  pas  et  ce  manuel 
en  decrira  plusieurs  a  l'echelle  cellulaire. 


Le  niveau  moleculaire  offre  lui  aussi  de  mul¬ 
tiples  illustrations  d'une  capacite  de  reponse  pre¬ 
sentee  par  de  nombreuses  proteines.  Les 
modifications  de  la  conformation  generale  des 
enzymes,  des  recepteurs  et  des  transporteurs 
membranaires,  des  proteines  de  regulation  des 
genes...,  sous  l'action  d'effecteurs  ou  de  ligands 
varies,  s'accompagnent  invariablement  d'une 
modification  de  leur  fonctionnement.  II  faut  bien 
comprendre  que  tout  ce  qui  se  manifeste  a 
l'echelle  visible,  macroscopique,  et  qui  touche  au 
concept  d'excitabilite  au  sens  large,  trouve  en  der- 
niere  analyse  son  origine  dans  cette  propriety 
remarquable  des  macromolecules  proteiques,  et 
qui  appartient  en  propre  a  la  matiere  vivante. 


La  propriety  la  plus  extraordinaire,  et  sans  doute 
la  plus  caracteristique  des  organismes  vivants,  est 
leur  capacite  a  se  reproduire,  c'est-a-dire  a  se  per- 
petuer  a  travers  une  succession  de  generations. 
Cette  production  de  copies  identiques  a  soi  revet 
des  modalites  differentes,  plus  ou  moins  com¬ 
plexes,  selon  qu'il  s'agit  de  multiplication  asexuee 
ou  sexuee,  et  selon  qu'elle  concerne  des  etres  uni- 
cellulaires  ou  pluricellulaires.  A  l'echelle  cellulaire, 
la  division  represente  a  la  fois  le  moyen  d'aug- 
menter  l'effectif  des  populations  de  facon  clonale 
(cas  des  etres  unicellulaires)  et  de  multiplier  leur 
nombre,  tout  en  se  differencial,  dans  le  cadre  de 
la  formation  d'un  organisme  pluricellulaire.  Dans 
tous  les  cas,  lorsqu'on  envisage  une  periode  de 
temps  courte,  relativement  au  temps  de  genera¬ 
tion,  la  reproduction  est  caracterisee  par  une  fide¬ 
lity  apparemment  parfaite,  ce  qui  constitue  un 
avantage  pour  la  survie  d'une  espece  adaptee  a  un 
milieu  bien  particulier. 

La  reproduction  conforme  des  individus  est 
parfois  si  parfaite  que  certaines  especes  actuelles 
de  Bacteries,  de  Plantes  ou  d'Animaux  ressem- 
blent  a  s'y  meprendre  a  des  especes  ayant  vecu, 
pour  les  premieres,  il  y  a  plusieurs  milliards 
d'annees,  et  pour  les  secondes,  il  y  a  plusieurs 
dizaines  ou  centaines  de  millions  d'annees.  Il  suffit 
de  penser  aux  Cyanobacteries  des  stromatolithes 
(voir  chapitre  15),  au  Mollusque  primitif,  appele 
Neopilina,  ancetre  des  formes  modernes,  au 
Coelacanthe  et  au  Gingko...  Toutes  ces  especes, 
figees  dans  le  temps  et  parfois  appelees  fossiles 
vivants,  temoignent  de  l'extreme  precision  des 
mecanismes  developpes  par  les  etres  vivants  pour 
se  reproduire  a  l'identique,  sur  des  millions  de 
generations  successives.  Et  pourtant,  il  est  heureux 
que  tous  n'aient  pas  ete  aussi  parfaits,  depuis 
l'emergence  de  la  vie,  car  seuls  les  changements 
ont  permis  (et  permettent  encore)  a  revolution  de 
se  produire  :  si  la  premiere  cellule  avait  mis  au 
point  un  systeme  de  reproduction  infaillible,  elle 
existerait  certes  encore,  mais  elle  serait  seule,  avec 
ses  descendants,  sur  la  planete  bleue  ! 

Apres  avoir  rappele  les  principales  caracteris- 
tiques  des  etres  vivants,  peut-on  donner  une  defi¬ 
nition  complete  de  la  vie  ?  Si  la  vie  est  bien  ce  qui 
permet  de  caracteriser  les  etres  vivants  actuels,  il 
faut  bien  comprendre  que,  dans  la  mesure  ou  elle 
est  apparue  a  partir  du  monde  mineral,  il  y  a  envi- 
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ron  3,5  milliards  d'annees,  les  premiers  «  systemes 
vivants»  etaient  des  objets  (des  etres  ?)  beaucoup 
plus  simples  que  ceux  connus  actuellement.  II  res- 
sort  ainsi  que  les  notions  d'autoreproductibilite  et 
devolution  semblent  fondamentales,  avant  celles 
de  metabolisme  et  de  structure,  car  elles  peuvent 
deja  s'appliquer  a  des  systemes  moleculaires  ele- 
mentaires  tels  que  les  acides  nucleiques,  qui  sont 
dotes  de  ces  deux  qualites,  comme  on  le  verra  plus 
loin.  La  definition  de  la  vie  devrait  etre  concue  et 
exprimee  en  termes  plus  larges  que  ceux  generale- 
ment  appliques  aux  etres  vivants  «traditionnels». 


2.  DES  MOLECULES 
AUX  ORGANISMES 


2.1  Composition  chimique  globale 
de  deux  cellules  types. 

Les  biomolecules  et  leur  hierarchie 


2.1.1.  Analyse  de  la  constitution  de  la  matiere 

VIVANTE  AU  NIVEAU  MOLECULAIRE 

A  titre  d'exemples  representatifs  de  l'ensemble 
du  monde  vivant,  une  cellule  bacterienne  ( Esche¬ 
richia  coli )  et  une  cellule  animale  (cellule  de  foie  de 
rat)  sont  analysees  du  point  de  vue  de  leur  compo¬ 
sition  moleculaire.  Cette  etude  nous  permet  de 
passer  globalement  en  revue  l'ensemble  des 
constituants  chimiques  d'une  cellule,  mais  surtout 
elle  conduit  a  etablir  une  hierarchie  dans  ces 
constituants.  Le  rapport  ponderal,  la  masse  mole¬ 
culaire  moyenne  ainsi  que  le  nombre  absolu  de 
molecules  par  cellule  sont  donnes,  pour  chaque 
type  cellulaire,  dans  le  tableau  1.2. 

Les  principales  remarques  pouvant  etre  faites 
au  sujet  de  ces  donnees  sont  les  suivantes  : 

-  l'eau  represente  la  plus  grande  partie  de  la  masse 
de  la  matiere  vivante  :  environ  75  %  ; 

-  les  sels  mineraux  sont  tres  peu  abondants  mais 
leurs  roles,  tres  divers,  s'averent  capitaux ; 

-  du  point  de  vue  de  leur  taille  (masse  molecu¬ 
laire  =  MM),  les  molecules  sont  regroupees  en 
trois  families  :  les  molecules  minerales,  de  faible 
MM  (eau  et  sels  mineraux),  les  petites  molecules 
organiques,  dont  la  MM  va  de  100  a  750  Da  et 


les  macromolecules,  edifices  geants  dont  les  MM 
s'echelonnent  de  104  a  10 11  Da  ;  ces  deux  der- 
nieres  categories,  specifiques  des  etres  vivants, 
sont  appelees  biomolecules ; 

-  les  molecules  organiques  (15  a  30  %  de  la  masse 
fraiche)  sont  essentiellement  representees  par  les 
macromolecules  :  proteines  et  ARN ; 

-  du  point  de  vue  de  la  masse  totale  et  du  nombre 
absolu  de  molecules  par  cellule,  on  note  pour 
chaque  type  cellulaire  que,  si  les  petites  mole¬ 
cules  organiques  sont  peu  abondantes  en  masse, 
elles  sont  individuellement  tres  nombreuses  ;  au 
contraire,  les  macromolecules  sont  tres  abon¬ 
dantes  en  masse,  et  beaucoup  moins  nombreuses 
avec,  a  la  limite,  le  cas  des  molecules  d'ADN 
dont  on  peut  trouver  une  seule  copie  (chromo¬ 
some)  par  cellule. 

En  ce  qui  concerne  le  nombre  d'especes  de  bio¬ 
molecules,  celui  des  petites  molecules  organiques 
(sucres  simples,  acides  amines,  acides  organiques, 
bases  azotees...)  est  relativement  limite  :  50  a  200, 
au  sein  de  chaque  famille  ;  ces  molecules  sont  pre- 
sentes  chez  pratiquement  tous  les  etres  vivants.  En 
revanche,  on  montre  que  les  macromolecules 
(ARN  et  proteines)  sont  tres  diverses  :  de  plusieurs 
milliers  d'especes  (E.  coli)  a  plusieurs  dizaines  de 
milliers  (foie  de  rat) ;  elles  se  distinguent  done  tres 
nettement  des  precedentes  a  cet  egard,  et  sont  en 
fait  a  la  base  de  la  diversity  des  etres  vivants. 

2.1.2.  Hierarchie  des  biomolecules 

II  est  possible  d'etablir  une  hierarchie  des  bio¬ 
molecules  caracteristiques  des  etres  vivants,  basee 
a  la  fois  sur  leur  taille,  leur  nombre,  leurs  fonctions 
et  leur  organisation  en  structures  de  plus  en  plus 
complexes,  qui  font  insensiblement  passer  de 
l'echelle  moleculaire  a  l'echelle  cellulaire  (voir 
figure  1.1).  II  existe  une  grande  unite  de  composi¬ 
tion  chimique  des  constituants  organiques  «de 
base  »  (petites  molecules  organiques)  au  sein  du 
monde  vivant.  Ils  y  jouent  un  double  role  de 
«briques»  (monomeres),  pour  construire  des 
molecules  de  grande  taille  (polymeres  =  macro¬ 
molecules),  et  de  precurseurs  de  ces  memes 
briques,  intervenant  comme  intermediaries  au 
cours  de  leur  synthese  a  partir  de  molecules  plus 
simples,  ou  lors  de  leur  degradation.  Les  chaines 
de  synthese  qui  relient  ces  composes  entre  eux 
sont  remarquablement  conservees,  depuis  les  etres 
les  plus  simples  jusqu'aux  plus  complexes. 
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Escherichia  coli  Cellule  hepatique  de  rat 


constituants 

%  du  poids 

nombre 

%  du  poids 

nombre 

(MM 

moyenne, 
en  Da) 

total 

de  molecules 
par  cellule 

total 

de  molecules 
par  cellule 

eau  (18) 
ions 

70 

4.10'° 

75-85 

4,2.1013 

inorganiques 

(40) 

petites  molecules 
et  precurseurs 

1-2 

2,5.10s 

1-2 

2,4.10" 

(100-300) 
lipides  et 

3-4 

2,5.10s 

0,5-2 

1,4.1010 

precurseurs 

(750) 

1-2 

2,5. 107 

2-5 

2,5. 1010 

polysaccharides 

proteines 

1-2 

/ 

2-10 

/ 

(4  ,104) 

ARN 

15 

3,6. 106 

10-12 

2,5. 109 

(104-106) 

6 

4,6. 105 

0,8-1 

1,5.10s 

ADN 

1 

1-2 

(MM  = 

2,5.109) 

0,4 

44 

chromosomes 

Tableau  1.2 

Comparaison  des  especes  moleculaires  caracteristiques  de  deux  types  de  cellules  :  procaryotique  (E.  coli)  et  eucaryo- 
tique  (foie  de  rat) 

L'hepatocyte  de  rat  a  un  volume  approximativement  egal  a  1  000  fois  celui  de  la  cellule  bacterienne  (2.10  9  cm3,  contre 
2.10" 12  cm3).  Une  cellule  de  grain  de  ma'is  ou  de  ble  contiendrait  environ  10-15  %  d'eau  seulement,  mais  70-75  %  de 
polysaccharides  (reserves  d'amidon). 


Le  monde  vivant,  en  revanche,  manifeste  une 
extreme  diversite  au  niveau  des  macromolecules 
et  des  edifices  qu'elles  constituent.  Chaque  espece 
vivante,  chez  qui  on  recense  des  milliers  de  types 
de  proteines  distinctes,  est  unique  de  ce  point  de 
vue  ;  c'est  a  cette  echelle  qu'il  faut  en  fait  recher- 
cher  l'origine  de  la  biodiversite.  Meme  des  pro¬ 
teines  ayant  des  fonctions  similaires  dans  des 
especes  voisines  (par  exemple,  l'hemoglobine  chez 
les  Animaux),  presentent  des  compositions  diffe- 
rentes.  Seules  quelques  rares  proteines  (les  his¬ 
tones  chez  les  Eucaryotes,  par  exemple)  montrent 
une  composition  qui  a  ete  bien  conservee  au  cours 
de  l'histoire  des  etres  vivants  ;  ceci  est  lie  au  fait 
qu'elles  sont  soumises  a  des  contraintes  evolutives 
tres  fortes,  en  raison  de  la  grande  specificite  de 
leurs  fonctions.  La  diversite  des  proteines  se 
retrouve  evidemment  dans  les  acides  nucleiques 
qui  constituent,  dans  toute  cellule,  le  message 


hereditaire  (ADN)  et  les  outils  de  son  expression 
(ARN).  Ces  deux  types  de  macromolecules  infor- 
matives,  ainsi  que  les  proteines,  sont  qualifiees  de 
«codees»  car  leurs  fonctions  et  surtout  leur  mode 
de  synthese  les  distinguent  fondamentalement  des 
autres  biomolecules.  Les  macromolecules  sont  en 
general  stabilisees  par  des  liaisons  faibles  (non 
covalentes)  et  elles  constituent  des  edifices  fragiles 
mais  souples,  dans  lesquels  structure  et  fonction 
sont  etroitement  liees.  Enfin,  une  caracteristique 
majeure  des  macromolecules  est  leur  capacite  a 
former,  par  assemblage  spontane  (autoassem¬ 
blage)  des  edifices  de  grande  faille,  dits  supramo- 
leculaires  (voir  plus  loin). 

Certaines  petites  molecules  organiques  sont  suf- 
fisamment  simples  du  point  de  vue  chimique  pour 
pouvoir  apparaitre  spontanement  a  partir  d'un 
milieu  mineral  exclusif,  comme  cela  a  pu  etre  le 
cas  sur  la  Terre  primitive,  c'est-a-dire  dans  des 
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CELLULE 


Organites 


Edifices  supramoleculaires 

MM  :  106-  1012  Da 


Macromolecules 

MM  :  104-  1010  Da 

Petites  molecules  organiques  : 

Elements  constitutifs 

MM  :  100-750  Da 


Intermediaires  metaboliques 

MM  :  50-250  Da 


Precurseurs  du  milieu  : 

eau  et  ions  mineraux 
MM  :  18-44  Da 


noyau,  mitochondries,  dictyosomes,  plastes... 


ribosomes,  complexes  enzymatiques,  membranes,  systemes 
contractiles  (actine  /  myosine),  chromatine,  microtubules,  paroi 
vegetale... 

A 


acides  nucleiques 

A 


nucleotides 


proteines  polysaccharides 

A  A 


acides  amines  oses 


ribose,  carbamyl-  acides  glyceraldehyde, 
phosphate,  a-cetoniques  malate, 

acides  organiques  A  pyruvate 


acides 

gras, 

glycerol, 

alcools 

amines 


H?0,  P042~,  C02  NH4l  N03- ... 


Figure  1.1 

Hierarchie  de  I'organisation  des  biomolecules  au  sein  de  la  matiere  vivante,  depuis  les  precurseurs  mineraux  du  milieu, 
jusqu'aux  organites  et  aux  cellules 

En  raison  de  leur  masse  moleculaire  relativement  elevee,  et  surtout  de  leur  participation  directe  a  la  constitution  d'edi- 
fices  supramoleculaires  de  grande  taille  (membranes),  certains  lipides  structuraux  doivent  etre  mis  a  part,  bien  qu'ils 
ne  soient  pas  des  macromolecules. 


conditions  abiotiques  (voir  chapitre  15).  Ces  mole¬ 
cules  sont  aussi  les  premieres  que  les  chimistes  ont 
su  fabriquer  de  toutes  pieces  (synthese  de  l'uree, 
en  1828,  par  Wohler,  a  partir  de  NH3  et  de  cya- 
nate  de  plomb).  La  synthese  des  macromolecules, 
sous  leur  forme  actuelle  et  selon  les  modalites 
mises  en  oeuvre  par  les  cellules,  pose  en  revanche 
davantage  de  problemes  :  on  ne  peut  concevoir 
leur  origine  qu'a  travers  une  tres  longue  histoire 
encore  mal  connue  (inconnaissable  peut-etre  ?)  au 
cours  de  laquelle  se  sont  progressivement  mis  en 
place  des  mecanismes  de  polymerisation  contro- 
lee.  Les  biochimistes  savent  actuellement  syntheti- 
ser  de  telles  macromolecules,  mais  au  moyen  de 


precedes  n'ayant  rien  a  voir  avec  les  mecanismes 
specifiquement  biologiques. 

Pour  conclure,  on  peut  dire  que  si  les  petites 
molecules  biologiques  peuvent  etre  analysees 
comme  n'importe  quelle  autre  molecule  (y  com- 
pris  synthetique),  grace  aux  methodes  de  la  biochi- 
mie,  les  macromolecules  devront  etre  etudiees  et 
interpretees  a  la  lumiere  d'une  hypothese  histo- 
rique.  Celle-ci  prevoit  qu'elles  sont  le  fruit  d'une 
tres  longue  evolution  au  cours  de  laquelle  leurs 
interrelations  sont  devenues  de  plus  en  plus 
etroites  et  specifiques,  et  grace  a  laquelle  a  pu 
s'operer  un  ajustement  de  plus  en  plus  parfait 
entre  tailles,  formes  et  fonctions  biologiques. 
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2.2  Autoassemblage 

et  edifices  supramoleculaires 


Le  phenomene  d'autoassemblage  est  defini 
comme  1' association  spontanee  de  molecules  pour 
former  des  edifices  de  grande  taille,  dits  supramo¬ 
leculaires,  qui  jettent  un  pont  entre  le  monde  des 
molecules  et  celui  des  structures  cellulaires.  Ces 
edifices  sont  des  agregats,  formes  d'un  grand 
nombre  de  sous-unites  identiques  ou  differentes, 
de  meme  nature  moleculaire  ou  pas  ;  ils  peuvent 
etre  obtenus  in  vitro,  a  partir  de  leurs  seuls  consti- 
tuants  purifies.  A  une  echelle  differente,  on  peut 
grossierement  comparer  ce  phenomene  a  celui  qui 
preside  a  la  formation  des  cristaux  mineraux  a 
partir  de  leurs  atomes  ou  de  leurs  ions  constitutifs. 

Les  liaisons  stabilisant  ces  edifices  sont  de  faible 
energie,  de  sorte  qu'ils  restent  en  general  relative- 
ment  instables  et  peuvent  manifester  des  proprie- 
tes  dynamiques  (reversibilite)  que  ne  possedent 
pas  des  structures  moleculaires  construites  uni- 
quement  a  partir  de  liaisons  covalentes.  La  notion 
d'autoassemblage  est  fondamentale  en  biologie  et 
c'est  probablement  en  elle  que  reside  le  « secret » 
(ou  un  des  « secrets »)  de  la  vie.  Plusieurs  niveaux 
de  complexity  dans  ce  phenomene  peuvent  etre 
envisages,  depuis  la  simple  formation  des 
bicouches  phospholipidiques  jusqu'a  la  construc¬ 
tion  des  Virus  ou  des  ribosomes. 


2.2.1.  Autoassemblage  des  phospholipides 

Bien  que  de  taille  modeste,  ces  molecules  ont  la 
propriete  de  s'organiser  spontanement,  en  phase 
aqueuse,  en  un  nombre  limite  de  structures  simples, 
en  particulier  celles  appelees  bicouches.  II  s'agit, 
comme  on  l'etudiera  en  detail  dans  le  chapitre  5, 
d'un  phenomene  proche  de  la  cristallisation,  qui  est 
lie  a  une  propriete  physicochimique  remarquable 
de  ces  molecules,  a  savoir  l'amphiphilie.  La  portee 
de  ce  mecanisme  elementaire  est  considerable  car 
il  est  a  l'origine,  au  cours  de  l'histoire  de  la  vie,  de 
l'apparition  des  membranes  biologiques  et  des 
processus  de  compartimentation  sans  lesquels  elle 
n'aurait  pu  voir  le  jour  (voir  chapitre  16). 


edifices  supramoleculaires  tres  divers,  dont  cer¬ 
tains  sont  finis,  c'est-a-dire  ont  une  taille  limitee, 
tandis  que  d'autres  sont  theoriquement  infinis. 

•  Les  exemples  d'edifices  simples  formes  uni- 
quement  de  proteines  globulaires  sont  tres  nom- 
breux  en  biochimie  ;  beaucoup  d'enzymes,  en 
effet,  sont  constitutes  de  plusieurs  chaines  poly- 
peptidiques  identiques  ou  differentes,  associees  en 
structures  dites  quaternaires,  stabilisees  par  des 
liaisons  faibles  (proteines  oligomeriques). 
L'exemple  de  l'hemoglobine,  qui  est  un  tetramere 
(a2-(32),  est  bien  connu.  De  tels  edifices  peuvent  se 
construire  lorsque  les  proteines  possedent  a  leur 
surface  un  site  de  fixation  complementaire  d'une 
region  appartenant  soit  a  leur  propre  structure, 
soit  a  une  autre  molecule.  On  decrit  tous  les  inter- 
mediaires  entre  un  simple  dimere  symetrique, 
forme  de  deux  sous-unites  identiques,  et  de  gros 
edifices  assurant  des  fonctions  enzymatiques  mul¬ 
tiples  et  complexes,  tels  que  la  pyruvate  deshydro- 
genase  (60  chaines,  de  3  types  differents  !)  ou 
l'acide  gras  synthetase,  pour  ne  parler  que  des 
plus  classiques.  De  meme,  on  peut  signaler  les 
molecules  fibreuses  de  collagene,  formees  de  trois 
chaines  polypeptidiques  elementaires  disposees 
parallelement  en  helice,  ou  de  keratine,  elles- 
memes  formees  de  quatre  sous-unites. 

•  II  existe  aussi  des  edifices  proteiques  de  tres 
grande  taille,  theoriquement  illimitee,  construits 
sur  un  principe  different.  Dans  ce  cas,  les  mole¬ 
cules  globulaires  de  base,  en  general  identiques, 
possedent  au  moins  deux  sites  de  reconnaissance 
complementaires  et  opposes,  de  sorte  qu'on  peut 
aligner  les  monomeres,  a  la  queue  leu  leu,  indefi- 
niment ;  des  edifices  finis  peuvent  aussi  etre  reali¬ 
ses  sur  ce  principe.  Selon  la  disposition  exacte  et  le 
nombre  des  sites,  on  obtient  des  filaments  simples, 
des  helices,  des  feuillets  plans,  des  tubes,  des 
anneaux,  des  spheres...  Des  proteines  fibreuses  ou 
des  polysaccharides  lineaires,  comme  la  cellulose, 
peuvent  aussi  s'organiser  en  faisceaux  paralleles 
formant  de  longs  cables  resistants  ;  dans  ce  cas,  ce 
sont  des  interactions  laterales  tres  nombreuses  (le 
plus  souvent  des  liaisons  hydrogene)  qui  stabili- 
sent  les  edifices. 


2.2.2.  Autoassemblage  des  macromolecules 


Les  proteines,  certains  polysaccharides  et  les 
acides  nucleiques  ont  la  capacite  de  former  des 


•  On  doit  enfin  signaler  la  possibility  de  former 
des  edifices  supramoleculaires  mixtes,  reunissant 
des  molecules  de  nature  chimique  differente  :  pro¬ 
teines  et  acides  nucleiques,  par  exemple,  ou  bien 
bicouches  phospholipidiques  et  proteines. 


1.  La  logique  moleculaire  du  vivant.  Des  molecules  aux  organismes 


9 


2.2.3.  Quelques  exemples  d'edifices  supramole- 

CULAIRES  CLASSIQUES 

On  trouve  des  exemples  d'edifices  de  ce  type 
dans  pratiquement  tous  les  aspects  de  la  vie  des 
cellules  ;  nous  nous  contenterons  ici  d'en  signaler 
quelques-uns,  pour  montrer  leur  diversite  et  celle 
de  leurs  fonctions,  et  nous  renverrons  le  lecteur 
aux  chapitres  correspondants. 

•  Les  ribosomes  sont  des  edifices  mixtes,  ribo- 
nucleoproteiques,  de  grande  taille  (15  a  20  nm  de 
diametre,  selon  leur  origine),  participant  au 
decryptage  du  message  genetique  contenu  dans  la 
sequence  des  ARN  messagers  et  a  sa  traduction  en 
une  sequence  ordonnee  d'acides  amines  (voir  cha¬ 
pitres  4,  9  et  10). 

•  Les  particules  ribonucleoproteiques  dites  PRS 
et  complexes  d'epissage  interviennent  respective- 
ment  dans  la  synthese  des  proteines  et  la  matura¬ 
tion  des  ARN  messagers  chez  les  eucaryotes  (voir 
chapitres  8  et  9). 

•  Le  feutrage  de  clathrine,  qui  tapisse  la  face 
hyaloplasmique  des  vesicules  d'endocytose  et  de 
certaines  vesicules  bourgeonnant  a  partir  des  sac¬ 
cules  golgiens,  permet  leur  formation  a  partir  de 
surfaces  membranaires  planes  (voir  chapitre  9). 

•  Les  microfilaments  d'actine,  les  microtubules 
formes  de  tubuline,  les  filaments  intermediaires 
(keratine,  vimentine...),  sont  des  edifices  de 
grande  taille,  qui  constituent  le  cytosquelette  et 
interviennent  dans  les  mouvements  et  dans 
l'architecture  cellulaire  (voir  chapitre  11). 

•  Les  flagelles  bacteriens  (souples),  les  pili 
(rigides),  sont  de  longs  appendices  trouves  a  la 
surface  cellulaire  et  jouant  respectivement  un  role 
dans  la  motilite  et  la  reconnaissance  chez  les  cel¬ 
lules  bacteriennes  (voir  chapitres  2  et  11). 

•  Les  fibres  de  collagene,  chez  les  Animaux,  ou 
les  fibrilles  de  cellulose,  chez  les  Vegetaux,  sont 
des  composantes  des  matrices  extracellulaires, 
dont  les  fonctions  sont  extremement  diversifies 
(voir  chapitre  14). 

•  La  formation  des  particules  virales,  au  cours 
du  cycle  des  Virus,  met  en  oeuvre  des  mecanismes 
d'autoassemblage  d'une  grande  complexity,  impli- 
quant  a  la  fois  des  proteines  et  des  acides 
nucleiques ;  leur  morphogenese  a  constitue  histori- 
quement  un  systeme  modele  pour  1' analyse  de  ce 
type  de  processus  (voir  chapitre  15). 


2.3  Echelles  de  dimensions  et  de  temps 


Le  monde  des  cellules  est  bien  etranger  a  tout  ce 
qui  nous  est  donne  d'observer  quotidiennement. 
Or,  il  existe  en  nous  et  partout  autour  de  nous  :  il 
existe  chez  tous  les  etres  vivants,  les  Animaux,  les 
Vegetaux  et  les  Bacteries,  celles  du  sol  que  nous 
foulons  et  celles  que  nous  hebergeons  sans  en  avoir 
conscience.  Le  lecteur  de  ces  lignes  est  constitue,  en 
propre,  d'environ  50  000  milliards  de  ces  unites  de 
vie  que  sont  les  cellules.  Ce  monde  est  invisible  a 
l'ceil  nu,  car  son  pouvoir  de  resolution  ne  descend 
pas  en  dessous  de  0,1  mm,  et  les  cellules  sont  res- 
tees  inconnues  jusqu'au  milieu  du  xvne  siecle, 
epoque  a  laquelle  les  premiers  instruments 
d'optique  ont  permis  leur  observation.  Les  cellules 
se  mesurent  done  avec  une  unite  peu  familiere  :  le 
micrometre  (millieme  de  mm  ;  10“ 6  m,  note  pm)  ; 
une  cellule  animale  moyenne  a  un  diametre  voisin 
de  20  pm  et  une  petite  bille  de  1  mm  de  diametre  en 
contient  plus  de  100  000  !  Et  que  dire  de  l'univers 
des  Bacteries,  dont  les  dimensions  sont  10  fois  plus 
faibles  encore,  et  chez  qui  l'on  rencontre  les  plus 
petits  des  etres  vivants  (0,1  a  0,2  pm  de  longueur). 

Dans  l'echelle  des  tallies,  les  cellules  sont  situees 
a  mi-chemin  entre  le  monde  des  molecules,  dont 
elles  sont  formees,  et  le  monde  des  organismes, 
dont  elles  sont  les  elements  constitutifs.  L'unite 
utilisee  dans  le  premier  est  le  nanometre  (millieme 
de  micrometre  ;  10“ 9  m,  note  nm).  La  molecule 
d'eau  a  un  diametre  voisin  de  0,1  nm,  les  «petites 
molecules»  dont  il  est  fait  etat  dans  le  tableau  1.2 
ont  des  tailles  de  l'ordre  de  0,5  a  1,5  nm  tandis  que 
les  macromolecules  proteiques  globulaires  attei- 
gnent  des  diametres  de  4  a  10  nm.  Nous  avons  vu 
que  ces  dernieres  peuvent  cependant  constituer 
des  edifices  supramoleculaires  beaucoup  plus 
grands,  qui  empietent  sur  le  domaine  des  dimen¬ 
sions  cellulaires.  Dans  le  monde  des  organismes 
pluricellulaires,  on  utilise  enfin  des  unites  fami- 
lieres,  le  millimetre,  le  centimetre  ou  bien  le  metre 
pour  mesurer  les  Animaux  ou  les  Vegetaux,  des 
plus  petits  aux  plus  grands. 

Le  diagramme  de  la  figure  1.2  presente  divers 
objets  biologiques  appartenant  a  ces  trois  mondes, 
en  y  ajoutant  une  quatrieme  categorie,  celle  des 
Virus  qui  s'intercalent  par  leurs  dimensions  entre 
les  deux  premiers,  mais  dont  nous  verrons  plus 
loin  qu'ils  ne  sont  ni  des  molecules  banales  ni  des 
etres  vivants  a  proprement  parler  ;  huit  ordres  de 
grandeur  separent  la  plus  petite  des  Bacteries  du 
plus  gros  des  Animaux  ! 
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Figure  1.2 

Diagramme  representant  I’echelle  des  dimensions  aux  niveaux  atomique,  moleculaire,  biologique  et  cosmique 
L'unite  choisie  est  le  nanometre.  (D'apres  A.  Lehninger,  1974). 
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Ce  classement  en  differents  niveaux  d'organisa- 
tion  correspond  en  fait  a  trois  types  d'approche 
classiques  en  biologie  et  trois  categories  de  disci¬ 
plines  qui  ont  des  objectifs  identiques  a  des 
echelles  differentes  ;  ces  disciplines  etudient  la 
structure  des  objets,  leurs  fonctions  et  leur  perpe¬ 
tuation.  On  distingue  : 

-  l'approche  dite  «  organismique  »,  representee  par 
la  morphologie,  l'anatomie,  la  physiologie  gene- 
rale,  l'embryologie  et  la  genetique  formelle  ; 

-  l'approche  cellulaire,  representee  par  la  cytologie 
et  l'histologie  (classique  ou  electronique),  la  phy¬ 
siologie  cellulaire  et  la  cytogenetique  ; 

-  l'approche  moleculaire,  representee  par  la  bio¬ 
physique  et  la  biochimie,  la  genetique  molecu¬ 
laire  et  la  biologie  moleculaire. 

Le  seul  critere  de  taille  ne  suffit  cependant  pas  a 
classer  precisement  les  objets  biologiques  et  les 
etres  vivants  ;  l'histoire  de  la  biologie  a  montre 
qu'il  faut  distinguer,  au  sein  de  ce  qui  pourrait 
paraitre  un  continuum,  plusieurs  discontinuites 
fondamentales.  Nous  verrons  aussi  qu'il  existe 
dans  chaque  subdivision  une  grande  variability, 
que  nous  evoquerons  plus  loin. 

L'etendue  des  ordres  de  grandeur  dans  l'espace 
qui  vient  d'etre  decrite  trouve  son  parallele,  ampli- 
fie,  dans  l'etendue  considerable  des  durees  sur  les- 
quelles  les  biologistes  sont  amenes  a  travailler 
(voir  figure  1.3).  Les  phenomenes  les  plus  rapides 
que  la  biophysique  analyse  sont  de  l'ordre  de 
10“12  seconde,  alors  que  certains  etres  vivants 
(parmi  les  Vegetaux)  ont  des  durees  de  vie  de  plu¬ 
sieurs  milliers  d'annees  !  Dans  cette  gamme  qui  ne 


couvre  pas  moins  de  23  ordres  de  grandeur,  la  vie 
des  cellules  s'echelonne  de  quelques  minutes  a 
quelques  dizaines  d'annees. 

2.4  Grandes  discontinuites 
au  sein  du  monde  vivant 


La  premiere  des  discontinuites,  deja  etudiee 
mais  sur  laquelle  il  est  utile  de  revenir,  est  celle  qui 
separe  le  vivant  du  non-vivant  :  n'entend-on  pas 
dire  parfois  que  le  cuir,  le  bois,  la  soie,  sont  des 
materiaux  nobles  car  vivants  !  Ils  ne  sont  en  fait 
pas  plus  vivants  qu'un  bloc  de  charbon,  une 
goutte  de  petrole  ou  un  morceau  de  polystyrene  ! 
Est  vivant,  seulement,  un  organisme  qui  remplit 
l'ensemble  des  conditions  enumerees  au  debut  de 
ce  chapitre,  bien  que  dans  certains  cas  de  parasi- 
tisme,  en  particulier  chez  les  Bacteries,  les  choses 
ne  soient  pas  toujours  aussi  claires.  A  cet  egard,  les 
Virus  ne  peuvent  etre  qualifies  de  vivants  car,  en 
raison  de  leur  extreme  simplicity,  ils  ne  presentent 
pas  les  caracteristiques  typiques  des  cellules,  ils  ne 
manifestent  aucun  metabolisme  independant,  et 
enfin  ils  ne  se  reproduisent  pas  de  fagon  autonome 
mais  sont  reproduits  par  les  cellules  qui  les  heber- 
gent,  au  meme  titre  que  leurs  molecules  ou  leurs 
structures  propres  (voir  chapitre  15). 

Le  monde  des  cellules  est  subdivise  en  deux 
grands  groupes  qui  sont  fondamentalement  diffe¬ 
rents  sur  la  base  de  leur  structure  interne  et  de  leur 
organisation  generale  ;  il  s'agit  des  Procaryotes  et 
des  Eucaryotes.  Les  premiers  recouvrent  les 
Bacteries,  au  sens  large,  tandis  que  les  seconds  sont 
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Figure  1.3 

Diagramme  representant  I'echelle  des  vitesses  et  des  durees  caracteristiques  de  quelques  processus  dans  les  systemes 
biologiques 

L'unite  choisie  est  la  seconde. 
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represents  a  la  fois  par  des  micro-organismes  uni- 
cellulaires  :  les  Protistes,  mais  surtout  par  des  etres 
pluricellulaires  :  les  Algues,  les  Champignons,  les 
Vegetaux  et  les  Animaux.  II  existe  reellement  une 
solution  de  continuite  entre  ces  deux  univers,  que 
nous  analyserons  dans  le  chapitre  suivant.  Au  sein 
des  Procaryotes,  on  decrit  en  outre  une  disconti¬ 
nuity  tout  aussi  fondamentale,  beaucoup  plus  dis¬ 
crete  et  de  decouverte  assez  recente,  qui  non 
seulement  les  separe  en  deux  ensembles,  mais  qui 
subdivise  en  fait  l'ensemble  du  monde  vivant  en 
trois  regnes  primaires  :  les  Archaea,  les  Bacteria  et 
les  Eucarya.  En  consequence,  les  idees  sur  l'origine 
des  cellules  et  leur  evolution  sont  depuis  peu  com- 
pletement  renouvelees  (voir  chapitre  16). 

Une  autre  discontinuity  importante,  au  sein  des 
Eucaryotes  cette  fois-ci,  conceme  celle  separant  les 
etres  unicellulaires  des  pluricellulaires  ;  la  realisa¬ 
tion  de  societes  multicellulaires,  autres  que  de 
simples  colonies,  represente  un  saut  evolutif  consi¬ 
derable  (voir  chapitre  14).  Celui-ci  a  vraiment  per- 
mis  a  la  vie  la  « sortie  des  eaux»,  la  conquete 
efficace  et  durable  du  milieu  terrestre  et  aerien.  La 
distinction  entre  Animaux  et  Vegetaux  (les 
Champignons  sont  mis  a  part,  car  ils  possedent  de 
nombreuses  caracteristiques  chimiques  et  physio- 
logiques  originales),  constitue  enfin  la  derniere  des 
subdivisions  au  sein  des  organismes  vivants.  Nous 
presenterons  plus  loin  les  caracteres  trophiques 
essentiels  sur  lesquels  ce  decoupage  est  base. 


On  doit  enfin  souligner  que  ces  discontinuites 
ne  se  superposent  pas  exactement,  en  raison  de  la 
diversity  des  etres  vivants,  aux  trois  domaines  de 
taille  decrits  plus  haut.  De  meme  qu'on  trouve  des 
edifices  macromoleculaires  plus  gros  que  certains 
petits  Virus,  on  trouvera  des  Virus  aussi  gros  que 
les  plus  petites  cellules  vraies.  Malgre  leur  simpli¬ 
city  structural,  quelques  cellules  procaryotiques 
depassent  en  taille  des  cellules  eucaryotiques  ani¬ 
mates  ou  vegetales,  et  meme  les  plus  petits  orga¬ 
nismes  pluricellulaires  (un  exemple  spectaculaire 
de  Bacterie  mesurant  plus  d'l  mm  de  long  vient 
d'etre  confirme  il  y  a  peu).  Certaines  cellules  euca¬ 
ryotiques  (tres  differenciees,  il  faut  le  reconnaitre  !) 
ont  des  dimensions  atteignant  l'echelle  du  centi¬ 
metre  ou  du  metre,  comparables  a  celles  attribuees 
en  general  aux  organismes  pluricellulaires  com¬ 
plexes.  Dans  le  regne  animal,  il  suffit  de  penser 
aux  oeufs  des  Amphibiens,  des  Oiseaux  ou  des 
Reptiles  (autruches  ou  dinosaures,  pour  prendre 
les  plus  classiques)  ou  aux  prolongements  des  cel¬ 
lules  nerveuses.  Dans  le  regne  vegetal,  on  connait 


aussi  des  Algues  unicellulaires  geantes  ou  posse- 
dant  des  cellules  geantes  ( Acetabularia ,  Chara...). 
Certains  organismes  pluricellulaires  inferieurs  ne 
sont  pas  plus  volumineux  que  de  nombreux 
Protistes,  a  tel  point  que  les  plus  complexes  parmi 
ces  derniers  (les  Cilies,  en  particulier  ;  voir  cha¬ 
pitre  2)  ont  parfois  ete  consideres  comme  des 
« pluricellulaires  degeneres»  ou  bien  possedant 
une  structure  «non  cellulaire». 

La  diversite  des  tailles  et  des  morphologies  des 
cellules,  et  celle  des  societes  qu'elles  forment, 
represente  bien  une  des  caracteristiques  majeures 
du  monde  vivant ;  au-dela  du  caractere  unitaire  de 
ce  dernier,  elle  constitue,  pour  l'observateur  de  la 
nature,  une  fascination  permanente. 


3.  TRANSFORMATIONS 
DE  MATIERE  ET  D'ENERGIE 
DANS  LE  MONDE  VIVANT 


Nous  venons  de  voir  que  tous  les  etres  vivants 
sont  caracterises  par  une  activity  chimique  leur 
permettant  de  croitre  et  de  renouveler  en  perma¬ 
nence  leurs  constituants  (metabolisme) ;  en  plus  de 
l'eau,  leurs  besoins  communs  concernent : 

-  une  source  de  carbone  (mineral  ou  organique) ; 

-  une  source  d'energie  (physique  ou  chimique) ; 

-  une  source  de  pouvoir  reducteur  (mineral  ou 
organique) ; 

-  diverses  sources  d'elements  mineraux  (N,  P, 
S...). 

On  appelle  type  trophique  un  ensemble  d'etres 
vivants  utilisant  les  memes  precedes  pour  prele¬ 
ver  et  transformer  leurs  aliments  afin  d'en  fabri- 
quer  leur  propre  matiere.  Comme  on  le  verra,  la 
diversite  des  types  trophiques  ne  resulte  pas  d'une 
simple  combinatoire  entre  diverses  possibilites 
chimiques. 

3.1  Autotrophie  et  heterotrophie 


Les  etres  vivants  peuvent  tout  d'abord  etre  clas¬ 
ses  en  deux  grands  groupes,  en  fonction  de  la 
forme  chimique  du  carbone  qu'ils  prelevent  dans 
le  milieu : 

-  les  autotrophes,  ou  etres  qui  « se  nourrissent  de 
maniere  autonome»,  utilisent  le  dioxyde  de  car¬ 
bone  (C02)  atmospherique  (0,036  %)  ou  dissous 
dans  l'eau ; 
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-  les  heterotrophes,  ou  etres  qui  «se  nourrissent 
aux  depens  des  autres»,  prelevent  le  carbone 
sous  une  forme  organique  deja  tres  elaboree 
(reduite)  et  fabriquee  par  les  autotrophes,  qui 
sont  done  les  producteurs  primaires  de  la  bio¬ 
sphere  ;  les  heterotrophes  dependent  ainsi  com- 
pletement  de  ces  derniers  pour  leur  survie. 

Les  autotrophes  sont  essentiellement  representes 
par  les  Vegetaux  verts  :  Plantes  et  Algues,  realisant 
la  photosynthese  et  fixant  directement  le  C02  grace 
a  l'energie  lumineuse  captee  au  moyen  de  pig¬ 
ments  specialises  (photolithotrophes).  On  connait 
aussi  de  nombreux  Procaryotes  qui  ont  cette  capa¬ 
city  :  les  Cyanobacteries,  les  Bacteries  dites  «vertes» 
et  «pourpres»  sulfureuses  et  certaines  Archebac- 
teries  ( Halobium ).  Quelques  organismes,  unique- 
ment  bacteriens,  non  photosynthetiques,  peuvent 
aussi  fixer  le  C02  libre  :  ce  sont  les  chimiolitho- 
trophes  (un  sous-groupe  des  chimiotrophes  ;  voir 
plus  loin)  ;  ils  sont  capables  d'oxyder  des  compo¬ 
ses  mineraux  pour  en  tirer  de  l'energie.  Tous  les 
autotrophes  prelevent  leurs  autres  elements  dans 
l'environnement  sous  forme  de  sels  mineraux  ou 
de  gaz  (par  exemple,  l'azote  sous  forme  de  Nil*, 
NO;  ou  meme  N2). 

Les  heterotrophes  sont  surtout  representes  par 
les  Animaux,  les  Champignons  et  un  tres  grand 
nombre  de  Bacteries  qui  se  nourrissent  de  petites 
molecules  telles  que  les  sucres,  les  acides  amines, 
les  acides  organiques  ou  les  nucleotides,  dont  ils 
tirent  a  la  fois  leur  energie  (par  oxydation)  et  leurs 
chainons  carbones  constitutifs.  On  distingue  parmi 
eux  les  phagotrophes  et  les  osmotrophes. 

•  Les  cellules  phagotrophes  (=  phagocytes)  pre¬ 
levent  leur  alimentation  dans  le  milieu  sous  forme 
de  particules  de  grande  taille,  grace  au  phenomene 
de  phagocytose  ;  e'est  le  cas  de  nombreux  Protistes 
et  des  Invertebres  inferieurs  (Spongiaires, 
Cnidaires). 

•  Les  cellules  osmotrophes  prelevent  leur  ali¬ 
mentation  dans  le  milieu  sous  forme  dissoute  (glu- 
cides,  acides  amines...)  grace  a  des  systemes  de 
transport  specifiques  localises  dans  la  membrane 
plasmique.  La  grande  majority  des  cellules  consti- 
tuant  les  organismes  pluricellulaires  sont  osmo¬ 
trophes  ;  seuls  quelques  phagocytes  specialises 
dans  la  defense  de  l'organisme  (les  macrophages 
ou  les  leucocytes  dits  polynucleaires,  par 
exemple),  n'entrent  pas  dans  cette  categorie. 


3.2  Phototrophie  et  chimiotrophie 


Un  autre  decoupage  peut  etre  fait  en  fonction 
de  la  nature  de  la  source  d'energie  prelevee  dans 
l'environnement : 

-les  phototrophes  utilisent  la  lumiere  solaire 
(l'energie  des  photons),  captee  grace  a  des  pig¬ 
ments  chlorophylliens  ;  ils  sont  done  photosyn- 
thetiques ; 

-  les  chimiotrophes  utilisent  des  reactions  d'oxy- 
doreduction  spontanees  generatrices  d'energie  ; 
ceux-ci  sont  capables  d'oxyder  soit  des  mole¬ 
cules  organiques  :  chimio-organotrophes,  soit 
des  molecules  minerales  :  chimiolithotrophes. 

Pour  reduire  le  C02  en  matiere  organique,  la 
plupart  des  organismes  phototrophes  utilisent  des 
donneurs  d'electrons  mineraux  (H2S  ou  H20)  ;  ils 
sont  alors  photolithotrophes  et  parfaitement  auto¬ 
trophes  car  ils  n'utilisent  que  des  elements  mine- 
raux  pour  aliments  (voir  la  liste  donnee  plus  haut). 
II  existe  cependant  un  petit  groupe  d'etres  vivants 
(les  Bacteries  «vertes»  et  «pourpres»  non  sulfu¬ 
reuses)  qui  captent  la  lumiere  comme  source 
d'energie  mais  utilisent  des  molecules  organiques 
comme  source  d'electrons  pour  reduire  le  C02 :  ce 
sont  des  photo-organotrophes  (et  done  des  hetero- 
trophes). 

Les  chimio-organotrophes  requierent  comme 
donneurs  d'electrons  des  molecules  organiques 
complexes  (qu'ils  oxydent),  et  sont  necessairement 
des  heterotrophes.  Ils  constituent,  avec  les 
Vegetaux  verts  photosynthetiques,  la  grande  majo¬ 
rity  des  etres  vivants  de  la  biosphere  :  il  s'agit  des 
Animaux,  des  Champignons  et  des  micro-orga- 
nismes  non  photosynthetiques.  Ils  oxydent,  pour 
la  plupart,  les  molecules  organiques  en  C02  et 
H20  grace  au  dioxygene  (O,)  :  e'est  la  respiration. 
De  nombreuses  bacteries,  comme  Escherichia  coli, 
peuvent  (en  conditions  anaerobies),  utiliser  NOj  a 
la  place  de  02,  et  le  reduire  en  NO;  :  e'est  la  « res¬ 
piration  des  nitrates  ». 

Les  chimiolithotrophes  sont,  par  contre,  tous 
des  Bacteries  ;  ils  presentent  une  tres  grande  diver¬ 
sity  de  metabolismes  oxydatifs  et  sont,  le  plus  sou- 
vent,  des  autotrophes  (dits  chimiosynthetiques). 
Ils  sont  capables  d'oxyder  les  differents  composes 
mineraux  reduits  suivants  :  H2,  NHj,  NO;,  H2S, 
thiosulfates,  S,  Fe2+  en  utilisant  comme  accepteurs 
d'electrons  des  composes  oxydants  tels  que  :  O, 
(etres  aerobies),  ou  bien  NO;,  SO2-,  C02  (etres 
anaerobies).  A  titre  d'exemples,  on  peut  signaler  : 
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-  les  Bacteries  nitrifiantes  et  denitrifiantes  du  sol, 
qui  ont  des  actions  antagonistes  dans  le  cycle  de 
l'azote.  Les  premieres,  aerobies  strides,  oxydent 
NH+  en  NO”,  puis  en  NO”  grace  a  l'oxygene  ;  les 
secondes,  en  conditions  anaerobies,  peuvent 
oxyder  le  soufre  et  ses  composes  reduits  en 
reduisant  NO”  en  N2  gazeux ; 

-  les  Bacteries  sulfureuses  non  photosynthetiques, 
aerobies,  oxydant  le  soufre  et  ses  derives  reduits, 
et  qui  produisent  H2S04 ,  ce  sont  de  redoutables 
agents  de  corrosion  du  calcaire  (maladie  des 
monuments  dans  les  villes).  D'autres  especes,  au 
contraire,  sont  anaerobies  et  reduisent  les  sul¬ 
fates  en  H,S  en  oxydant  le  dihydrogene  et  even- 
tuellement  certains  composes  organiques 
(respiration  des  sulfates) ; 

-  les  Bacteries  oxydant  les  ions  ferreux  (Fe2+)  en 
ions  ferriques  (Fe3+)  et  qui  sont  susceptibles  de 
constituer  des  amas  visqueux  capables  d'obs- 
truer  les  canalisations  en  fer ; 

-les  Bacteries  methanogenes  (Archebacteries) 
anaerobies  du  sol  et  des  marais,  qui  oxydent  H2 
et  parfois  certains  composes  organiques,  en 
reduisant  le  C02  en  methane  (CH4). 

Ces  quelques  lignes  ne  peuvent  pas  rendre 
compte  de  l'immense  diversity  des  metabolismes 
bacteriens,  detaillee  seulement  dans  les  ouvrages 
de  Microbiologie. 


differents  types  metaboliques  peuvent  coexister 
dans  l'espace  et/ou  dans  le  temps  :  chez  les  Plantes 
vertes,  toutes  les  cellules  ne  sont  pas,  a  l'evidence, 
chlorophylliennes  et  autotrophes  (celles  des  racines 
ou  des  tissus  aeriens  profonds,  en  particulier).  Les 
Plantes  vertes  a  l'obscurite  fonctionnent  comme 
heterotrophes,  ainsi  que  les  graines  en  germina¬ 
tion  ;  toutes  les  Plantes  superieures  ne  sont  pas 
vertes  et  chlorophylliennes  (plantes  parasites),  etc. 

3.4  Flux  d'energie  et  cycles  des  elements 


Comme  on  vient  de  le  montrer,  les  etres  vivants 
manifestent  une  interdependance  nutritionnelle 
absolue  :  schematiquement,  les  autotrophes  et  les 
heterotrophes  se  nourrissent  mutuellement  (on 
parle  parfois  de  syntrophie,  ce  terme  pouvant 
s'appliquer  dans  certains  cas  a  un  meme  orga- 
nisme).  Les  premiers  utilisent,  essentiellement 
grace  a  la  lumiere,  le  CO,  atmospherique  et  rejet- 
tent  1'02  pour  produire  des  composes  organiques 
(producteurs  primaires)  alors  que  les  seconds  font 
exactement  l'inverse  :  ils  oxydent  le  glucose  forme 
par  les  organismes  autotrophes  pour  en  tirer 
l'energie  et  restituent  simultanement  le  C02  a 
l'atmosphere  (producteurs  secondaires  et  decom- 
poseurs).  Deux  cycles  sont  done,  a  travers  ce 
qu'on  appelle  des  chaines  trophiques,  etroitement 


3.3  Organismes  aerobies  et  anaerobies 


COMMENTAIRE 


Parmi  les  organismes  vivants,  on  distingue 
enfin  deux  grandes  families,  selon  qu'ils  utilisent 
l'oxygene  comme  accepteur  final  d'electrons  dans 
leurs  reactions  d'oxydoreduction  (etres  qui  respi- 
rent,  ou  aerobies),  ou  bien  qu'ils  utilisent  d'autres 
molecules,  minerales  ou  organiques,  comme 
acceptrices  (etres  anaerobies).  Ces  derniers  sont 
divises  en  deux  groupes  : 

-  les  anaerobies  stricts  (ou  obligatoires)  qui  ne 
tolerent  pas  1'02,  qui  est  pour  eux  un  poison.  On 
peut  citer,  par  exemple  :  les  Bacteries  methano¬ 
genes  et  des  Bacteries  du  sol,  comme  les 
Clostridies  fermentaires ; 

-  les  anaerobies  facultatifs,  qui  s'adaptent  a  la 
presence  ou  a  l'absence  d'O,.  On  peut  citer  la 
levure  de  biere  (Eucaryote),  ou  Escherichia  coli 
(Procaryote)  ;  ces  etres  sont  capables,  selon  les 
conditions  de  l'environnement,  d'un  metabo- 
lisme  oxydatif  ou  d'un  metabolisme  fermentaire. 


Toutes  ces  distinctions  doivent  etre  modulees 
chez  les  organismes  superieurs  car,  chez  ceux-ci. 


Flux  et  cycle  du  carbone 

Le  courant  d'energie  qui  part  du  soleil  et  tra¬ 
verse  ainsi  la  biosphere  est  considerable  et  met 
en  jeu  des  quantises  d'energie  sans  commune 
mesure  avec  celles  dont  l'homme  est  respon- 
sable,  a  travers  ses  diverses  activites  et  au 
moyen  de  ses  machines.  On  considere  que, 
grace  a  lui,  30  a  50  milliards  de  tonnes  de  car- 
bone  circulent  annuellement  dans  le  cycle  de  cet 
element,  a  la  surface  de  la  Terre,  sous  l'effet  de 
la  photosynthese  et  de  la  respiration.  Les  deux 
reservoirs  les  plus  directement  impliques  dans 
ces  echanges  sont  le  C02  atmospherique  (egale- 
ment  en  equilibre  avec  les  roches  calcaires,  via 
les  bicarbonates  dissous)  et  les  constituants 
organiques  de  la  matiere  vivante  (auxquels  il 
faut  ajouter  les  reserves  fossiles,  epuisables,  de 
charbon  et  de  petrole...).  Les  roches  calcaires  et 
les  reserves  fossiles  represented  les  reserves  de 
carbone  de  loin  les  plus  importantes  ;  voir 
figure  1.4. 
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R  :  respiration  et  Bacteries  S :  sedimentation 

N  :  nutrition  des  etres  V :  volcanisme 

heterotrophes 

Figure  1.4 

Schema  du  cycle  du  carbone  sur  la  Terre 

Les  tonnages  relatifs  a  l'assimilation  (photosynthese  :  PH,  et  chimiosyntheses)  et  a  la  respiration  (R)  sont  en  equilibre, 
a  une  valeur  voisine  de  8,5. 1010  tonnes  de  C  par  an.  La  mort  des  etres  vivants  (M)  restitue  au  milieu  6.1010  tonnes  de  C 
organique  par  an,  tandis  que  la  sedimentation  (S)  convertit  107  tonnes  de  C  par  an  en  C  fossile.  Le  volcanisme  est  a 
l'origine  de  la  production  de  2.109  tonnes  de  C  (sous  forme  de  C02)  par  an.  Les  valeurs  indiquees  dans  les  differentes 
cases  representent  les  masses  de  carbone  disponibles,  exprimees  en  tonnes. 


associes  au  cycle  global  de  l'energie  dans  la 
nature  :  celui  de  O,  et  celui  de  C  ;  le  moteur  de  ces 
cycles  est  l'energie  solaire.  II  vaudrait  mieux 
cependant  parler  de  flux  unidirectionnel  d'energie 
puisque  seule  celle  provenant  du  soleil  est  renou- 
velee  en  permanence  ;  de  plus,  une  grande  partie 
de  cette  energie  se  trouve  finalement  dissipee,  a 
l'occasion  de  phenomenes  proprement  biolo- 
giques  :  metabolisme,  transports,  contraction...,  en 
chaleur  et  entropie,  qui  sont  des  formes  d'energie 
«  degradees  »  et  inutilisables  par  les  etres  vivants. 

Le  dernier  element  faisant  l'objet  d'un  cycle  de 
grande  ampleur  au  sein  de  la  biosphere  est  l'azote, 
qui  entre  dans  la  composition  de  nombreuses 
molecules  organiques.  Bien  que  la  forme  d'azote  la 


plus  abondante  soit  le  diazote  (N2)  contenu  dans 
l'atmosphere,  celui-ci  est  chimiquement  inerte  et 
inutilisable  par  la  majorite  des  organismes.  La  plu- 
part  des  autotrophes  (en  particulier,  les  Plantes 
vertes)  utilisent  des  formes  combinees  de  cet  ele¬ 
ment  :  nitrates,  nitrites  ou  bien  ammoniaque  ;  les 
composes  reduits  plus  complexes  produits  par  les 
Vegetaux  (les  acides  amines,  par  exemple)  sont 
directement  utilises  par  les  Animaux.  Tous  les  etres 
vivants,  au  cours  de  leur  vie  et  apres  leur  mort, 
restituent  l'azote  au  milieu  sous  forme  de  NH3 
(ammonification).  Des  micro-organismes  du  sol, 
tres  repandus  et  tres  actifs,  reoxydent  ensuite  ce 
dernier  pour  en  tirer  de  l'energie  dans  le  cadre  de 
la  nitrification  (processus  aerobie),  en  produisant 
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des  nitrites  puis  des  nitrates.  De  nombreux  groupes 
de  Procaryotes  libres,  ou  vivant  en  symbiose  avec 
les  Vegetaux  superieurs  :  les  Cyanobacteries,  cer- 
taines  Clostridies,  les  Rhizobium,  certains  Actino- 
mycetes...,  sont  capables  de  fixer  le  N2 
atmospherique,  de  le  reduire  et  ainsi  de  l'injecter 
dans  le  cycle  precedent  ;  on  considere  que  100  a 
200  millions  de  tonnes  d'azote  atmospherique  sont 
ainsi  fixees  annuellement  (soit  environ  1  %  de  la 
masse  d'azote  qui  tourne  dans  le  cycle).  D'autres 
micro-organismes  enfin  participent  a  ce  cycle  en 
faisant  l'operation  exactement  inverse,  c'est-a-dire 
en  transformant  les  nitrates  en  N2  (denitrifica¬ 
tion),  apres  utilisation  anaerobie  des  premiers 
comme  accepteurs  d'electrons. 

On  connait  depuis  1977  des  ecosystemes  bases 
sur  un  principe  totalement  different  de  ceux 
connus  a  la  surface  de  la  planete  (dans  lesquels 
l'energie  solaire  est  le  moteur  initial),  et  qui  fonc- 
tionnent  a  partir  de  chimiosyntheses.  II  s'agit  des 
communautes  bacteriennes  et  animales  associees 
aux  events  sous-marins  (sources  hydrothermales 
ou  «  fumeurs  noirs  »)  que  l'on  trouve  au  niveau  des 
dorsales  oceaniques,  a  plusieurs  kilometres  de 
profondeur.  Ces  systemes  originaux  vivent  dans 
une  obscurite  totale  et  tirent  leur  energie  primaire 
de  reactions  d'oxydoreduction  effectuees  par  des 
bacteries  sulfo-oxydantes  utilisant  H2S,  contenu 
dans  l'eau  emise  par  ces  sources,  comme  seul  don- 
neur  d'electrons.  La  fixation  chimio-autotrophique 
du  C02  dissous  par  des  Bacteries  endosymbiotiques 
permet  a  des  Animaux  de  grande  taille,  Vers  du 
groupe  des  Pogonophores,  Annelides,  Mollusques, 
Crustaces,  de  vivre  en  parfaite  autarcie  et  d'ali- 
menter  une  chaine  trophique  efficace  produisant 
une  abondante  biomasse.  La  vie  peut  done  natu- 
rellement  exister  et  se  maintenir  sans  lumiere, 
contrairement  a  ce  qu'on  a  cru  pendant  longtemps. 


Pour  etre  complete,  cette  etude  devrait  aussi 
parler  des  cycles  du  soufre  et  du  phosphore,  que 
l'on  a  signales  dans  la  matiere  organique,  ainsi  que 
ceux  du  fer  ou  du  manganese...  Tous  mettent  en 
jeu  des  micro-organismes  particuliers  (procaryo- 
tiques  en  general,  mais  aussi  eucaryotiques  : 
Algues  et  Champignons)  et  l'on  mesure  ainsi  leur 
importance  capitale  dans  l'economie  du  monde 
vivant.  Bien  que  la  connaissance  des  communau¬ 
tes  microbiennes,  en  particulier  dans  le  sol  et  les 
eaux,  constitue  deja  un  volet  important  de  la 
microbiologie,  il  semble  qu'elle  soit  appelee,  avec 
les  avancees  technologiques  de  la  biologie  molecu- 
laire,  a  des  developpements  considerables  dans  les 


decennies  a  venir.  On  estime  en  effet  que  plus  de 
la  moitie  des  especes  vivantes  sont  encore  incon- 
nues,  la  plupart  d'entre  elles  etant  des  Bacteries  ! 


4.  OBJECTIFS  ET  PLACE 
DE  LA  BIOLOGIE  CELLULAIRE 
DANS  L'ENSEMBLE 
DE  LA  BIOLOGIE 


4.1  Objectifs  de  la  biologie  cellulaire 


La  biologie  cellulaire  est  une  science  relative- 
ment  jeune,  car  elle  date  d'environ  150  ans  ;  elle 
s'est  affirmee  comme  discipline  a  part  entiere  seu- 
lement  apres  l'enonce  de  la  theorie  cellulaire,  en 
1838  (voir  chapitre  2).  Son  objectif  initial  etait  de 
decrire  avec  un  maximum  de  precision  toutes  les 
structures  caracteristiques  des  cellules  animales, 
vegetales  ou  des  etres  unicellulaires,  leurs  modifi¬ 
cations  au  cours  de  la  vie  des  cellules,  la  diversity 
de  celles-ci  au  sein  des  organismes  ou  au  cours  du 
developpement  embryonnaire. . . 

II  est  rapidement  apparu,  aux  yeux  de  ceux  qui 
avaient  une  approche  plus  globale,  a  l'echelle  des 
organismes,  que  la  solution  de  tout  probleme  biolo- 
gique  se  trouverait  finalement  a  l'echelle  cellulaire. 
Qu'il  s'agisse  des  fonctions  digestive,  nerveuse, 
musculaire  ou  respiratoire...,  il  devenait  de  plus 
en  plus  evident  que  la  connaissance  des  proprietes 
d'absorption  specifiques  des  enterocytes,  de 
conduction  electrique  de  la  membrane  des  neu¬ 
rones,  de  contraction  des  fibres  musculaires,  de 
transport  de  l'oxygene  par  les  hematies...,  etait 
indispensable.  De  meme,  en  physiologie  vegetale, 
les  phenomenes  d'absorption  racinaire,  de  trans¬ 
port  de  l'eau,  d'assimilation  du  carbone,  ne  pou- 
vaient  etre  compris  en  dehors  de  l'elucidation  des 
questions  de  permeabilite  cellulaire,  d'osmose, 
d'oxydations  cellulaires  ou  de  photosynthese  par 
les  tissus  chlorophylliens.  La  genetique,  la  biologie 
du  developpement,  demontrerent  aussi  que  les 
phenomenes  fondamentaux  de  la  vie  se  situaient 
au  niveau  cellulaire  :  proliferation  cellulaire, 
gametogenese,  fecondation,  differentiation... 

La  biologie  cellulaire  s'est  rapidement  trouvee 
au  coeur  de  la  biologie,  a  la  fois  point  de  conver¬ 
gence  et  fondement  de  toutes  les  approches  :  seule 
l'etude  des  proprietes  des  cellules  individuelles 
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permettrait  de  comprendre  le  fonctionnement  et  la 
construction  des  edifices  pluricellulaires.  De  des¬ 
criptive,  la  biologie  cellulaire  est  devenue  experi- 
mentale  et  son  objet  est  desormais  la  comprehension 
des  structures  et  des  mecanismes  au  niveau  mole- 
culaire.  Ses  principaux  sujets  d'etude  sont  actuelle- 
ment  :  le  trafic  membranaire  au  sein  de  la  cellule, 
le  cytosquelette,  la  biogenese  des  organites  dits 
semi-autonomes,  les  fonctions  des  matrices  extra- 
cellulaires  et  la  signalisation  membranaire.  Science 
integrative  et  pluridisciplinaire,  la  biologie  cellu¬ 
laire  supprime  les  frontieres  entre  diverses 
approches  et  fournit  une  vision  plus  complete  des 
structures  et  des  fonctions  cellulaires  :  elle  identifie 
les  molecules  constitutives  des  organites,  elle 
replace  les  enzymes  dans  les  compartiments,  elle 
etudie  les  relations  physiologiques  qui  existent 
entre  eux  et  mesure  enfin  les  flux  metaboliques  et 
energetiques  dans  les  conditions  physicochi- 
miques  rencontrees  in  vivo. 

4.2  Grandes  etapes  de  la  biologie  cellulaire. 
Rapports  avec  les  autres  disciplines 
biologiques 


Tout  au  long  de  son  histoire,  la  biologie  cellu¬ 
laire  a  connu  des  progres  constants  grace  a  deux 
types  d'evenements  : 

-  le  developpement  d'instruments  d'optique  de 
plus  en  plus  resolutifs  et  puissants,  le  dernier  en 
date  etant  le  microscope  electronique,  qui  a  per- 
mis  de  faire  sauter  un  verrou  capital  dans  le 
domaine  des  observations  cellulaires  ; 

-  la  convergence  de  diverses  approches  develop- 
pees  initialement  de  maniere  independante, 
telles  que  la  genetique,  la  physiologie,  la  biochi- 
mie  et,  plus  recemment,  la  biologie  moleculaire. 

L'encart  suivant  donne  quelques  dates  clefs 
jalonnant  l'histoire  de  la  discipline. 

4.2.1.  Evolutions  paralleles  de  la  biochimie  et 

DE  LA  CYTOLOGIE 

L'identification  des  molecules  constitutives  des 
etres  vivants  s'est  faite  initialement  dans  le  cadre 
d'une  branche  de  la  chimie  organique  qui  est 
devenue  la  chimie  biologique  ou  biochimie.  L'his¬ 
toire  de  cette  discipline  remonte  au  milieu  du 
xvme  siecle,  quand  la  chimie  elle-meme  commence 
a  prendre  forme  ;  un  siecle  s'est  ecoule  entre  les 
travaux  des  premiers  cytologistes  (voir  chapitre  2) 
et  ceux  des  pionniers  de  la  chimie  des  etres 


Encart  historique 

Les  grandes  etapes  de  la  biologie  cellulaire 

•  Description  des  structures  cellulaires  ;  le 
developpement  de  la  microscopie  photonique 

1665-1820  :  lente  accumulation  d'observations 
sur  l'organisation  cellulaire  et  tissulaire,  princi- 
palement  dans  le  domaine  vegetal  et  chez  les 
Protistes. 

1824-1839  :  formulation  de  la  theorie  cellulaire 
(Dutrochet  ;  Schleiden  et  Schwann). 

1855  :  formulation  de  la  theorie  sur  la  conti¬ 
nuity  cellulaire  (Virchow). 

1830-1900  :  description  des  principales  struc¬ 
tures  et  organites  cellulaires  ;  mise  au  point  des 
techniques  de  la  cytologie  et  de  l'histologie  clas- 
siques.  La  biologie  cellulaire  se  fonde  comme 
discipline. 

•  Premieres  approches  biochimiques  et  fonc- 
tionnelles  in  vitro  ou  in  situ 

1897  :  preparation  d'extraits  acellulaires  de 
levures  permettant  la  fermentation  et  ouvrant 
ainsi  la  voie  a  une  approche  biochimique  analy- 
tique  du  processus  (Buchner). 

1920  ;  premiers  developpements  des  techniques 
cytochimiques  et  cytoenzymologiques. 

1924  :  mise  au  point  de  la  reaction  « nucleate » 
de  Feulgen  (detection  de  l'ADN)  ;  detection  du 
polonium  sur  des  coupes  de  tissus  animaux  par 
Lacassagne  (invention  de  l'autoradiographie). 

1935- 1940  :  developpement  des  methodes  utili- 
sant  les  isotopes  pour  1' analyse  du  metabolisme. 

1936- 1939  :  invention  de  la  cytophotometrie  en 
UV  (detection  des  acides  nucleiques  ; 
Casperson)  ;  mise  au  point  d'un  test  permettant 
de  localiser  de  fagon  differentielle  l'ADN  et 
l'ARN  grace  a  des  enzymes  (Brachet). 
1938-1950  :  developpement  des  techniques  de 
fractionnement  cellulaire  et  de  purification 
d'organites  (Claude,  Brachet). 

1950-1955  :  preparation  d'extraits  acellulaires 
specifiques  assurant  des  fonctions  biologiques 
complexes  :  contraction  de  myofibrilles  isolees, 
battement  des  cils,  synthese  proteique. . . 

•  Revolution  du  microscope  electronique  et 
description  des  ultrastructures 

1931-1940  :  mise  au  point  du  microscope  elec¬ 
tronique  a  transmission  (Ruska)  ;  la  premiere 
image  d'une  cellule  parait  en  1945  (Porter). 
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1938  :  invention  du  microscope  electronique  a 
balayage  (Von  Ardenne),  dont  la  commerciali¬ 
sation  n'aura  lieu  qu'en  1965. 

1944  :  mise  au  point  de  la  technique  d'ombrage 
metallique. 

1948-1956  :  mise  au  point  et  developpement  des 
techniques  d'ultramicrotomie,  de  fixation  et 
d'inclusion  en  resine  appliquees  a  l'analyse  des 
ultrastructures . 

1955-1959  :  invention  et  developpement  de  la 
technique  de  coloration  negative. 

1955-1966  :  decouverte  et  developpement  des 
techniques  de  cryofracture  et  de  cryodecapage. 
La  methode  de  cryodecapage  profond  est  mise 
au  point  en  1979. 

•  Approche  moleculaire  et  renouveau  des  ana¬ 
lyses  structurales  :  le  lien  ultime  entre  struc¬ 
tures  et  fonctions 

1941  :  mise  au  point  des  techniques  de  mar- 
quage  des  anticorps  par  greffage  de  fluoro- 
chromes  :  immunofluorescence  (premiers 
developpements  des  sondes  proteiques). 

1959  :  utilisation  d'anticorps  couples  a  la  ferri- 
tine  pour  l'immunocytochimie  en  microscopie 
electronique. 

1969  :  mise  au  point  de  la  technique  d'hybrida- 
tion  in  situ  :  developpement  des  sondes 
nucleiques  (Gall  et  Pardue). 

1975  :  invention  des  hybridomes  et  production 
d'anticorps  monoclonaux  (Kohler  et  Milstein). 
1981  :  mise  au  point  des  systemes  de  renforce- 
ment  d'images  (video-amplification)  associes  a 
un  traitement  electronique  du  signal,  permet- 
tant  de  «voir»,  par  exemple,  des  microtubules 
isoles,  in  vivo,  en  train  de  fonctionner. 

1987  :  redecouverte  et  developpement  du 
microscope  confocal  invente  en  1961  par 
Minski,  mais  tombe  dans  l'oubli. 

1992  :  mise  au  point  de  la  methode  de  visualisa¬ 
tion  des  proteines  grace  a  la  GFP. 


vivants.  II  est  interessant  de  comparer  brievement 
les  dates  clefs  qui  jalonnent  la  biochimie,  disci¬ 
pline  reductionniste  par  excellence,  a  celles  qui 
jalonnent  l'analyse  descriptive  des  cellules. 


C'est  entre  1770  et  1786  que  K.  Scheele  isole  et 
purifie  pour  la  premiere  fois  divers  composes 
organiques,  tires  de  tissus  animaux  ou  vegetaux, 
tels  que  les  acides  citrique,  malique,  lactique,  tar- 


trique,  urique...  ou  bien  le  glycerol  et  certains  de 
ses  esters.  A  la  meme  epoque,  J.  Priestley  puis  A. 
de  Lavoisier  etudient  les  oxydations  biologiques, 
qui  consomment  02  et  produisent  CO,  (respiration), 
comme  n'importe  quelle  combustion.  Le  premier 
acide  amine  isole  est  l'asparagine  (1806)  ;  un 
nombre  croissant  de  substances  organiques  sont 
identifies  a  la  fin  du  xixe  siecle  et  au  debut  du  xxe. 

En  1828,  au  moment  ou  le  microscope  est  consi- 
derablement  perfectionne,  ce  qui  ouvre  la  voie  a 
une  analyse  structurale  approfondie,  le  chimiste 
F.  Wohler  synthetise  par  hasard  le  premier  com¬ 
pose  organique  a  partir  de  composes  mineraux  : 
l'uree  (isolee  a  partir  de  l'urine  en  1773).  L'acide 
acetique  est  l'objet  d'une  synthese  totale  en  1844, 
et  la  decennie  qui  suit  est  marquee  par  celle  de 
nombreux  autres  composes  organiques 
(M.  Berthelot).  Ces  experiences  decisives  annon- 
cent  la  fin  du  vitalisme,  doctrine  tres  ancienne 
selon  laquelle  les  composes  organiques  pourraient 
seulement  etre  synthetises  par  les  etres  vivants, 
sous  Faction  d'une  hypothetique  force  vitale,  qui 
leur  serait  specifique.  Rappelons  qu'au  debut  de 
cette  periode,  soit  dix  ans  avant  l'enonce  de  la 
theorie  cellulaire,  aucune  structure  n'etait  encore 
connue  dans  les  cellules,  pas  meme  le  noyau  ! 

L'etude  et  la  caracterisation  des  macromole¬ 
cules  commencent  par  la  decouverte  des  proprie- 
tes  des  enzymes  :  l'amylase  de  ble  est  purifiee  en 
1833  par  Payen  et  Persoz.  Le  glycogene  est  isole  en 
1850,  l'ADN  en  1869,  et  l'ovalbumine  est  la  pre¬ 
miere  proteine  cristallisee,  en  1890.  A  la  meme 
periode,  la  nature  chimique  des  lipides  est  decrite. 
L'idee  que  les  enzymes  sont  des  catalyseurs  biolo¬ 
giques  et  que  toute  la  chimie  des  cellules  repose 
sur  elles  est  enoncee  en  1893  (Ostwald)  ;  les  pre¬ 
mieres  hypotheses  sur  l'organisation  generale  des 
proteines  et  leur  mode  d'action  sont  formulees 
entre  1894  et  1902  (E.  Fischer).  Le  terme  de  biochi¬ 
mie  est  cree  en  1903  ;  la  fin  du  xixe  siecle  voit  done 
simultanement  la  description  de  la  plupart  des 
structures  cellulaires  et  l'identification  des  princi- 
pales  especes  moleculaires  constituant  les  etres 
vivants. 

Pendant  plus  d'un  siecle,  la  cytologie  et  la  bio¬ 
chimie  ont  evolue  parallelement  et  connu  une 
progression  fulgurante,  conduisant  a  un  renouvel- 
lement  complet  des  idees  en  biologie.  Les  biochi- 
mistes,  en  particulier,  ont  dechiffre  peu  a  peu  le 
metabolisme  intermediaire  et  le  metabolisme  ener- 
getique  :  la  fermentation,  les  grandes  etapes  et  les 
mecanismes  fondamentaux  de  la  respiration  cellu- 
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laire  commencent  a  etre  identifies.  II  faudra  cepen- 
dant  attendre  la  rencontre  de  ces  deux  approches 
pour  que  vienne  la  connaissance  chimique  des 
structures  cellulaires  individuelles.  Mis  a  part 
quelques  rencontres  ponctuelles  (telles  la  reaction 
cytochimique  de  Feulgen  ;  voir  chapitres  3  et  8),  le 
reel  point  de  convergence  se  situe  vers  1935, 
lorsque  les  techniques  d'homogeneisation  tissu- 
laire  et  de  purification  d'organites  sont  mises  au 
point,  beneficiant  des  progres  de  l'ultracentrifuga- 
tion.  Ces  methodes  ouvrent  la  voie  a  des  analyses 
biochimiques  et  physiologiques  fines,  a  l'echelle 
subcellulaire.  C'est  a  partir  de  cette  epoque  egale- 
ment  que  la  mise  en  oeuvre  des  techniques  de 
cytoenzymologie  (voir  chapitre  3)  permet  de 
detecter  des  activites  cellulaires  in  situ. 

4.2.2.  Explosion  de  la  biologie  cellulaire  : 

LE  MICROSCOPE  ELECTRONIQUE  ET  LES 

TECHNIQUES  DE  LA  PHYSIOLOGIE  CELLULAIRE 

Les  progres  du  fractionnement  cellulaire,  au 
debut  des  annees  40,  dus  a  A.  Claude  et  son  ecole, 
jettent  un  pont  entre  les  etudes  morphologiques  et 
biochimiques  ou  physiologiques  developpees 
jusque-la.  Bien  que  reductrice,  cette  approche  est 
tout  a  fait  typique  de  la  biologie  cellulaire,  car  elle 
vise  a  decomposer  les  cellules  en  leurs  structures 
elementaires  ou  leurs  organites,  de  telle  sorte 
qu'ils  conservent  au  maximum  leur  integrity  phy- 
siologique.  Elle  precede  de  quelques  annees  seule- 
ment  la  mise  au  point  du  microscope  electronique 
et  des  techniques  histologiques  associees.  L'utilisa- 
tion  des  radio-isotopes  comme  traceurs  des  activi¬ 
tes  chimiques  des  cellules  represente  une  des 
retombees  pacifiques  des  etudes  sur  l'energie  ato- 
mique  ;  ses  debuts  correspondent  a  la  fin  de  la 
Seconde  Guerre  mondiale  et  son  importance  gene- 
rale  (fondamentale  ou  appliquee)  en  biologie  a  ete, 
et  reste  encore,  inestimable. 

La  rencontre  de  ces  trois  types  de  techniques, 
qui  seront  decrites  en  detail  dans  les  chapitres  sui- 
vants,  constitue  un  «  cocktail  explosif  »  qui  va  revo- 
lutionner  l'approche  de  la  cellule  dans  la  decennie 
suivante.  Grace  aux  progres  simultanes  de  la  bio- 
chimie  et  de  la  biophysique,  la  structure  intime  et 
le  fonctionnement  des  macromolecules  (insuline, 
myoglobine,  ADN...)  ou  des  edifices  supramole- 
culaires  sont  elucides.  La  comprehension  des 
mecanismes  physiologiques  a  l'echelle  des  mole¬ 
cules  et  des  ultrastructures  est  enfin  possible  et  la 
vision  de  la  cellule  devient  dynamique  ;  l'ere  de  la 
biologie  cellulaire  moderne  est  ouverte. 


4.2.3.  Derniers  progres  :  la  rencontre  avec  la 

BIOLOGIE  MOLECULAIRE 

Depuis  une  trentaine  d'annees,  la  biologie  cellu¬ 
laire  a  completement  change  de  visage  avec 
l'irruption  de  la  biologie  moleculaire  ;  les  preoccu¬ 
pations  traditionnelles  de  la  biologie  des  cellules 
eucaryotiques  etaient,  jusque-la,  surtout  structu- 
rales  et  physiologiques.  Par  ailleurs,  les  connais- 
sances  sur  la  structure  et  le  fonctionnement  des 
genes  avaient  ete  obtenues  avec  les  methodes  de  la 
genetique  moleculaire  (a  partir  des  annees  60)  et 
s'appliquaient  au  seul  monde  des  Bacteries.  La  fin 
des  annees  70  a  enfin  vu,  avec  le  developpement 
du  genie  genetique,  le  decryptage  du  genome 
eucaryotique  :  l'organisation  particuliere  des  genes 
eucaryotiques,  leur  fonctionnement,  leur  mode  de 
regulation  ont  ete  successivement  decrits  et  leur 
integration  complexe  dans  des  processus  embryon- 
naires  commence  a  etre  comprise. 

On  a  alors  assiste  a  la  convergence  vers  une 
meme  problematique,  de  disciplines  considerees 
jusque-la  comme  distinctes,  voire  eloignees  :  la 
physiologie  (animale  ou  vegetale),  la  genetique,  la 
biochimie  et  la  biologie  du  developpement.  L'uni- 
fication  de  leurs  methodes  experimentales,  de  leur 
vocabulaire  et  de  leurs  concepts,  parfois  de  leur 
materiel  d'etude,  a  conduit  a  construire  une  biolo¬ 
gie  cellulaire  resolument  moleculaire  et  posant 
desormais  toutes  ses  questions  en  termes  de  pro- 
teines  specifiques.  Toute  fonction  cellulaire  peut 
etre  analysee  au  niveau  le  plus  primaire  qui  soit  : 
en  effet,  qu'il  s'agisse  de  la  dynamique  du  cytos- 
quelette,  du  transport  de  vesicules  intracellulaires, 
des  transferts  ioniques  a  travers  la  membrane  plas- 
mique,  des  mecanismes  de  transduction  des 
signaux  hormonaux...,  on  trouvera  toujours  des 
proteines  a  la  base  de  chaque  phenomene. 

II  est  actuellement  possible  d'acceder  a  la 
connaissance  de  n'importe  quel  gene,  pour  peu 
que  l'on  dispose  de  quelques  microgrammes  de  la 
proteine  correspondante  purifiee  :  on  peut  alors  le 
cloner,  le  sequencer,  le  modifier  in  vitro  et  meme  le 
reintroduire  dans  le  materiel  genetique  d'un  orga- 
nisme  pour  mieux  comprendre  son  fonctionne¬ 
ment.  La  possibility  de  passer  d'un  organisme  a  un 
autre,  voire  d'un  regne  a  un  autre,  au  niveau  gene¬ 
tique  (analyse  transversale),  constitue  un  des 
atouts  majeurs  de  cette  demarche.  En  conclusion, 
l'approche  experimental  moleculaire,  qui  pouvait 
sembler  a  priori  la  plus  reductionniste  de  toutes, 
s'avere  hautement  integrative,  sans  parler  de  son 
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impact  de  plus  en  plus  considerable  dans  le 
domaine  de  l'evolution. 

4.3  Outils  et  methodes 
de  la  biologie  cellulaire 


La  biologie  cellulaire,  aujourd'hui  «  science 
dure»,  s'est  dotee  d'instruments  d'analyse  de  plus 
en  plus  puissants  pour  explorer  les  processus 
internes  a  la  cellule.  Beneficiant  des  progres  tech¬ 
niques  specifiques  d'autres  disciplines,  elle  a  nean- 
moins  developpe  des  methodes  et  des  outils  qui 
lui  appartiennent  en  propre  ;  ceux-ci  sont  traites 
en  detail  dans  le  chapitre  3.  Elle  utilise  souvent  de 
grands  instruments  d'analyse  tres  sophistiques  et 
couteux,  dont  seuls  quelques  grands  centres  peu- 
vent  disposer.  A  cote  des  classiques  microscopes 


electroniques  et  des  ultracentrifugeuses,  on  trouve 
desormais  dans  certains  laboratoires  des  systemes 
d'observation  nouveaux  :  microscope  confocal, 
systemes  de  videoamplification  et  d'analyse 
d'image  electronique,  microscopes  a  champ 
proche...,  ou  bien  des  appareils  permettant  d'etu- 
dier  simultanement  et  individuellement  (cellule 
par  cellule)  plusieurs  parametres  physiologiques 
dans  des  populations  cellulaires  complexes.  Ces 
derniers  permettent  aussi  de  separer  et  recolter 
des  cellules  vivantes  appartenant  a  des  categories 
precises  ainsi  identifies  (cytometrie  en  flux  et 
triage  cellulaire).  A  la  frontiere  avec  la  physicochi- 
mie,  les  apports  de  la  methode  de  resonance 
magnetique  nucleaire  (RMN)  sont  considerables, 
tant  dans  la  connaissance  de  la  conformation  des 
proteines  et  des  edifices  supramoleculaires  (mem¬ 
branes),  que  dans  celle  des  metabolismes  in  vivo. 


Resume 


La  composition  chimique  globale  des  etres  vivants 
est  tres  differente,  du  point  de  vue  des  proportions 
relatives,  de  celle  du  milieu  mineral  dans  lequel  ils 
vivent  et  d'ou  ils  proviennent,  au  cours  de  l'histoire 
de  la  Terre.  Divers  criteres  permettent  d'identifier 
sans  ambiguite  les  etres  vivants  :  organisation 
micro-  et  macroscopique  complexe,  activity  meta- 
bolique  et  echanges  avec  le  milieu,  capacity  de 
reponse  vis-a-vis  de  differents  stimuli,  a  tous  les 
niveaux  d'organisation,  aptitude  a  se  reproduire  et 
surtout  a  evoluer. 


Les  molecules  caracteristiques  de  la  matiere 
vivante  sont  classees  en  grandes  categories  en 
fonction  de  leur  taille,  de  leur  nombre  et  de  leurs 
fonctions,  mais  aussi  en  fonction  de  leur  participa¬ 
tion  a  la  construction  d'edifices  plus  ou  moins 
complexes  faisant  insensiblement  passer  de 
l'echelle  moleculaire  a  l'echelle  cellulaire.  Une  pro¬ 
priety  majeure  des  macromolecules  biologiques  est 
de  former,  par  autoassemblage,  des  edifices  de 
grande  taille  qui  sont  a  la  base  de  toutes  les  struc¬ 
tures  biologiques,  internes  ou  externes.  Les  mem¬ 
branes,  dont  le  role  est  fondamental  dans  toute 
cellule,  resultent  aussi  de  l'autoassemblage  de 
phospholopides  s'associant  a  des  proteines  speci¬ 
fiques. 


Le  metabolisme  est  a  la  base  de  toutes  les  activites 
cellulaires  consommant  de  l'energie  :  activites  chi- 
miques,  mecaniques  ou  osmotiques.  Les  etres 


vivants  peuvent  etre  classes  en  grandes  categories, 
ou  types  trophiques,  selon  leur  fa  gin  de  prelever 
le  carbone  dans  le  milieu  (autotrophes  et  hetero- 
trophes),  leur  source  d'energie  primaire  (energie 
lumineuse  ou  chimique,  contenue  dans  des  mole¬ 
cules  minerales  ou  organiques),  et  enfin  le  type 
d'accepteur  d'electrons  utilise,  molecule  indispen¬ 
sable  a  toute  oxydation. 

Au  sein  de  la  biosphere,  les  etres  vivants  s'organi- 
sent  en  chaines  trophiques  permettant  aux  ele¬ 
ments  atomiques  qui  les  constituent  de  participer 
a  des  cycles  de  grande  envergure  :  cycle  du  car- 
bone,  de  l'azote,  du  soufre...  ;  l'energie,  quant  a 
elle,  fait  l'objet  d'un  flux  unidirectionnel  a  travers 
le  monde  vivant,  dont  le  point  de  depart  est  le 
soleil. 

La  biologie  cellulaire  a  pour  objectif  une  approche 
integree  des  structures  et  du  fonctionnement  des 
cellules  ;  elle  constitue  aussi  la  base  de  toute 
connaissance  des  phenomenes  a  l'echelle  des  orga- 
nismes.  Uniquement  descriptive  a  ses  debuts,  la 
biologie  cellulaire  a  beneficie,  dans  son  histoire 
recente,  des  apports  tres  importants  de  la  biochimie 
et  de  la  physiologie  cellulaire  ;  le  fractionnement 
cellulaire,  combine  a  l'utilisation  de  precurseurs 
radiomarques,  permet  d'analyser  directement  les 
activites  biologiques  a  l'echelle  des  organites. 

Des  la  fin  des  annees  40,  les  apports  revolution- 
naires  de  la  microscopie  electronique  ont  permis 
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l'etude  des  ultrastructures  et  ont  totalement 
renouvele  l'approche  descriptive. 

Enfin,  la  biologie  moleculaire,  nee  il  y  a  environ 
35  ans  de  l'etude  des  micro-organismes  procaryo- 
tiques,  est  actuellement  a  l'origine  de  retombees 
considerables  constituant  une  nouvelle  revolution. 
L'analyse  est  desormais  passee  a  un  niveau  mole¬ 


culaire  :  n'importe  quelle  proteine  peut  etre  fine- 
ment  localisee  dans  une  cellule  et  etudiee  dans  ses 
rapports  avec  les  molecules  voisines,  aussi  bien  du 
point  de  vue  structural  que  fonctionnel.  La  connai- 
sance  directe  et  rapide  des  genes  codant  ces  pro- 
teines  ouvre  en  outre  la  voie  a  des  manipulations 
insoupconnees  il  y  a  encore  peu  de  temps. 


QROC 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  I'adresse  www.dunod.com. 

1.  Qu'appelle-t-on  «  biosphere  »  et  quels  sont  les  4  atomes  les  plus  abondants  que  l'on  y  rencontre  ? 

2.  Quels  sont  les  quatre  atomes  les  plus  abondamment  rencontres  dans  les  molecules  organiques  ? 

3.  Pourquoi  le  carbone  est-il  un  atome  chimiquement  important  dans  la  matiere  vivante  ? 

4.  Citer  les  4  caracteristiques  fonctionnelles  majeures  permettant  d'identifier  un  etre  vivant. 

5.  En  quoi  l'organisation  microscopique  est-elle  un  bon  critere  pour  identifier  les  etres  vivants  ? 

6.  Qu'appelle-t-on  «metabolisme»  ?  quelles  categories  de  metabolisme  distingue-t-on  classiquement 
chez  les  etres  vivants  ? 

7.  Definir  l'homeostasie  et  en  donner  quelques  exemples  empruntes  a  la  physiologie  animale. 

8.  Quelle  est  l'espece  moleculaire  la  plus  abondamment  rencontree  dans  la  matiere  vivante  ? 

9.  Rappeler  les  differents  niveaux  existant  dans  la  hierarchie  des  molecules  caracteristiques  de  la 
matiere  vivante. 

10.  Avec  quelles  unites  de  mesure  exprime-t-on  les  tailles  des  molecules,  des  cellules  ? 

11.  Qu'est-ce  qu'une  «  macromolecule  »  ?  quelles  sont  les  principales  families  de  macromolecules  biolo- 
giques  ? 

12.  Qu'appelle-t-on  « auto-assemblage »  ?  donner  quelques  exemples  d'edifices  supramoleculaires  issus 
de  ce  phenomene. 

13.  Quels  arguments  permettent  d'affirmer  que  les  Virus  ne  sont  pas  des  etres  vivants  ? 

14.  Quels  grands  groupes  d'etres  vivants  distingue-t-on  sur  la  base  de  leur  organisation  cellulaire  ? 

15.  Quels  besoins  essentiels  des  etres  vivants  doivent  etre  remplis  pour  qu'ils  puissent  assurer  leur  acti¬ 
vity  chimique  ? 

16.  Qu'appelle-t-on  « type  trophique  »  ? 

17.  Apres  avoir  defini  les  termes  suivants  :  aerobie,  anaerobie  facultatif,  anaerobie  strict,  donner  un 
exemple  d'organisme  appartenant  a  chaque  categorie. 

18.  Donner  les  definitions  de  «organismes  autotrophes»  et  «organismes  heterotrophes  »  ? 

19.  Quelle  difference  existe  entre  les  organismes  phototrophes  et  ceux  dits  chimiotrophes  ? 

20.  Donner  quelques  exemples  d'organismes  chimiosynthetiques. 
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Chapitre  2 


ORGANISATION  CELLULAIRE 


II  est  banal  aujourd'hui  de  dire  que  la  cellule 
represente  l'«  unite  de  vie»,  l'element  fondamental 
de  tout  etre  vivant,  simple  ou  complexe,  bacterien, 
animal  ou  vegetal.  Cette  affirmation  repose  actuel- 
lement  sur  deux  evidences  :  1)  tous  les  etres 
vivants  connus  existent  sous  une  forme  cellulaire 
et  2)  toute  cellule  derive  par  division  d'une  cellule 
preexistante.  La  notion  moderne  de  cellule  est 
relativement  recente  (150  a  ns),  meme  si  les  pre¬ 
mieres  observations  de  cellules  remontent  au 
xvne  siecle.  II  faut  aussi  se  souvenir  que  la  notion 
de  generation  spontanee,  selon  laquelle  une  cellule 
peut  naitre  spontanement  au  sein  d'une  «humeur 
organique»,  comme  un  cristal  dans  une  solution, 
abandonnee  pour  les  cellules  complexes  des  1855, 
restait  encore  en  vigueur  pour  les  Bacteries  long- 
temps  apres  cette  date.  Ce  fut  un  des  derniers  sur- 
sauts  du  vitalisme,  vigoureusement  combattu  par 
Pasteur  et  Tyndall. 


Les  cellules  telles  que  nous  les  connaissons 
n'ont  pas  toujours  existe  sur  notre  planete.  Au 
cours  de  l'histoire  de  la  vie,  qui  dure  depuis  envi¬ 
ron  4  milliards  d'annees,  il  s'est  necessairement 
trouve  une  periode  initiale  ou  des  structures  chi- 
miques  possedaient  certaines  proprietes  attributes 
a  la  vie  sans  qu'on  puisse  les  qualifier  d'etres 
vivants  et  sans  qu'une  structure  cellulaire  clas- 
sique  puisse  etre  reconnue.  (Voir  chapitre  16). 


1.  HISTORIQUE  DE  LA  NOTION 
DE  CELLULE 


1.1  Premieres  observations. 
La  theorie  tissulaire 


Le  concept  de  cellule,  qui  unifie  le  monde 
vivant,  recouvre  en  fait  une  realite  plus  complexe 
puisque  deux  plans  d'organisation  cellulaire  exis¬ 
tent,  separant  le  monde  biologique  actuel  en  deux 
grands  groupes.  Sur  une  simple  base  structurale, 
on  distingue  les  Procaryotes,  ou  cellules  a  « noyau 
primitif»,  et  les  Eucaryotes,  ou  cellules  «a  noyau 
vrai»,  qui  constituent  les  etres  pluricellulaires 
Animaux  et  Vegetaux  ainsi  que  les  Champignons 
et  les  Protistes.  De  nombreuses  caracteristiques, 
autres  que  celles  relevant  du  noyau,  permettent  en 
fait  de  differencier  ces  deux  groupes  ;  nous  ver- 
rons  aussi  que  cette  dichotomie  structurale  ne 
reflete  pas  une  realite  evolutive,  comme  le  montre 
un  nombre  croissant  d'etudes  de  biochimie  et  de 
biologie  moleculaire. 


La  decouverte  de  l'organisation  cellulaire  de 
tous  les  etres  vivants  est  etroitement  liee  aux  pro- 
gres  des  instruments  d'optique.  Le  microscope 
compose,  constitue  de  deux  lentilles,  a  ete  mis  au 
point  a  la  fin  du  xvie  siecle  (figure  2.1) ;  son  grossis- 
sement  atteignait  alors  150  a  200  fois.  Son  utilisa¬ 
tion  a  permis  a  Hooke  de  decrire  (1665)  pour  la 
premiere  fois  l'organisation  alveolaire  de  fins 
copeaux  de  liege  :  il  propose  le  mot  « cellule »  (du 
latin  cellula  :  petite  chambre),  pour  designer  les 
minuscules  cavites  geometriques  qu'il  decouvre  (il 
s'agit  en  fait  de  cellules  vegetales  mortes,  dont  il  a 
observe  les  parois).  Ces  structures  sont  ensuite 
observees  dans  de  tres  nombreux  autres  tissus 
vegetaux  :  Malpighi  et  Grew  y  decrivent,  entre 
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Figure  2.1 

Microscopes  utilises  par  les  premiers  cytologistes 

-  En  haut :  microscope  simple  employe  par  A.  Leeuwen¬ 
hoek,  vers  1670.  La  minuscule  loupe  est  incluse  en  haut 
de  la  plaque  metallique  rectangulaire  ;  la  pointe  portee 
par  un  double  systeme  de  vis  constitue  le  porte-objet. 

-  En  bas  :  microscope  compose  utilise  par  R.  Hooke,  vers 
1665.  Noter  le  systeme  d'eclairage  des  preparations  a 
gauche  de  l'appareil  (eclairage  par  dessus,  et  non  pas  en 
transmission). 


1670  et  1680,  de  nombreux  « tubes  et  vesicules»  ;  ce 
sont  les  debuts  de  l'anatomie  vegetale  (figure  2.2). 

A  partir  de  1674,  Leeuwenhoek,  au  moyen  d'une 
simple  loupe  (ou  microscope  simple),  mais  de 
qualite  optique  remarquable  et  bien  superieure  a 
celle  des  microscopes  composes  de  ses  contempo- 
rains  (grossissant  pres  de  300  fois),  decrit  une  mul¬ 
titude  de  micro-organismes  vivants  :  Protistes  et 
meme  Bacteries  !  (figure  2.1).  Au  debut  du 
xixe  siecle,  l'idee  d'une  organisation  en  tissus  des 
organismes  vegetaux  commence  a  se  faire  jour  ; 
Dutrochet  reintroduit,  en  1820,  le  terme  de  cel¬ 
lule,  qui  avait  disparu  depuis  150  ans. 


1.2.  La  theorie  cellulaire 


Un  progres  technologique  important  survient 
en  1827,  lorsque  Amici  apporte  des  corrections  a  la 
construction  des  microscopes  composes  et  sup- 
prime  les  aberrations  chromatiques,  qui  en  limi- 
taient  beaucoup  les  possibilites.  Une  foule 


Figure  2.2 


Premieres  observations  de  cellules  vegetales 

-  En  haut  :  coupes  longitudinale  et  transversale  effec- 
tuees  dans  du  liege  et  dessinees  par  Hooke  ;  seules  les 
parois  des  cellules  mortes  ont  ete  observees. 

-  En  bas  :  schemas  de  tissus  vegetaux  effectues  par 
M.  Malpighi  en  1675  (a)  et  1687  (b). 


d'observations  nouvelles  s'en  suit  et,  en  1833, 
Brown  decrit  le  noyau  de  cellules  vivantes  (dans 
des  cellules  d'orchidees)  et  l'interprete  comme  une 
structure  cellulaire  constante.  Ces  observations 
debouchent  en  1838-1839  sur  la  formulation  de  la 
theorie  cellulaire,  elaboree  par  Schleiden  et 
Schwann  (respectivement  anatomistes  animal  et 
vegetal),  selon  laquelle  tout  etre  vivant  complexe 
est  constitue  de  cellules,  qui  represented  l'unite 
de  base  structurale  et  fonctionnelle  de  la  vie. 
Cependant,  ces  auteurs  imaginent  encore  que  les 
cellules  peuvent  apparaitre  par  generation  sponta- 
nee,  a  la  suite  d'une  coagulation  de  vesicules  for- 
mees  a  partir  d'un  «liquide  primordial»,  comme 
des  «bulles  dans  le  pain». 

Le  concept  de  protoplasme,  substance  fonda- 
mentale  vivante,  est  degage  par  Dujardin,  chez  les 
Protistes  (1835),  puis  generalise  entre  1840  et  1845. 
En  1855,  Virchow  demontre,  par  des  observations 
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vitales,  que  toute  cellule  est  issue  d'une  cellule 
preexistante  ( omnis  cellula  e  cellula)  ;  la  cellule  est 
alors  envisagee  sous  son  aspect  actuel. 

1.3  Decouverte  des  principaux  organites 
des  cellules  eucaryotiques 


Dans  les  annees  qui  suivent,  avec  le  developpe- 
ment  des  techniques  histologiques  (voir  plus  loin), 
et  les  perfectionnements  considerables  apportes  au 
microscope  compose  par  Abbe  et  Zeiss  (1870-1885), 
les  principales  structures  cellulaires  sont  decrites. 

Tous  les  organites  cellulaires,  a  l'exception  des 
lysosomes  et  des  peroxysomes,  etaient  identifies 
des  la  fin  du  xixe  siecle.  Le  microscope  optique 
ayant  atteint  sa  limite  theorique  de  resolution,  l'or- 
ganisation  precise  de  ces  structures  ne  sera  decrite 
qu'apres  la  mise  au  point  du  microscope  electro- 
nique  (1931),  dont  le  developpement  necessitait  de 
nouvelles  avancees  en  physique.  L'histoire  du 
microscope  photonique  avait  dure  plus  de 
250  ans  !  II  faut  souligner,  dans  toute  cette  histoire, 
l'importance  des  biologistes  vegetaux,  en  raison 
des  caracteristiques  propres  a  leur  materiel  :  cel¬ 
lules  de  grande  taille,  presence  d'une  paroi  epaisse 
et  d'organites  colores. 

Encart  historique 

Decouverte 

des  principales  structures  cellulaires 
1850  :  distinction  de  la  paroi  et  du  protoplasme 
dans  des  zoospores  d'algues,  par  Thuret. 

1857  :  decouverte  des  mitochondries  dans  des 
cellules  musculaires  (Kolliker). 

1875  :  description  des  chromosomes  par 
Strasburger  et  Flemming. 

1877  :  mise  en  evidence  de  la  membrane  plas- 
mique  (Pfeffer). 

1880-1883  :  analyse  des  plastes  des  cellules 
vegetales  (Schimper,  Meyer). 

1885  :  decouverte  des  proprietes  osmotiques  des 
vacuoles  vegetales  (de  Vries),  identifies  des 
1844  par  Naegeli. 

1890-1897  :  redecouverte  des  mitochondries  par 
Altmann  et  Benda. 

1897  :  identification  du  reticulum  endoplas- 
mique  (Garnier). 

1898  :  mise  en  evidence  de  l'appareil  de  Golgi. 

© 


2.  OUTILS  ET  TECHNIQUES  D'OB- 
SERVATION  DES  CELLULES 


2.1.  Microscopes  a  transmission 


En  raison  de  la  taille  des  objets  etudies,  le  biolo- 
giste  cellulaire  a,  tout  d'abord,  besoin  d'en  obtenir 
une  image  agrandie  de  bonne  qualite.  Les  micro¬ 
scopes  dits  a  transmission,  qu'ils  soient  photo¬ 
nique  ou  electronique,  fournissent  des  images 
d'objets  transparents,  respectivement,  a  la  lumiere 
et  aux  faisceaux  d'electrons.  Cette  condition  impe¬ 
rative  limite  le  type  de  cellules  ou  de  tissus  direc- 
tement  observables  et,  dans  la  plupart  des  cas,  le 
materiel  biologique  devra  etre  traite  de  fagon 
appropriee  pour  pouvoir  etre  analyse  ;  les  tech¬ 
niques  histologiques,  decrites  plus  loin,  repondent 
a  la  necessite  d'avoir  des  echantillons  de  tres  faible 
epaisseur. 

2.1.1.  Microscope  photonique  (ou  A  lumiere) 

Les  notions  d'optique  geometrique  ne  seront 
pas  revues  ici,  et  seul  le  trajet  des  rayons  lumineux 
sera  rappele,  dans  le  cadre  d'une  comparaison 
avec  celui  des  electrons  au  sein  d'un  microscope 
electronique.  La  partie  optique  d'un  tel  micro¬ 
scope  est  composee  d'un  premier  systeme  de  len- 
tilles  appele  objectif,  de  tres  courte  focale  (dormant 
une  image  reelle  agrandie  de  l'objet),  et  d'un 
deuxieme  systeme  de  lentilles  appele  oculaire,  qui 
donne  une  image  virtuelle  de  cette  derniere. 
L'image  finale  se  forme  au  niveau  de  l'oeil  ou  d'un 
appareil  photographique  associe  au  microscope. 

La  puissance  d'un  microscope  est  definie  par  le 
produit  du  grandissement  de  l'objectif  par  la  puis¬ 
sance  de  l'oculaire.  Cette  notion  importante  doit 
etre  completee  par  celle  de  pouvoir  separateur,  qui 
determine  la  qualite  optique  reelle  de  l'appareil  ; 
on  rappelle  que  la  simple  loupe  de  Leeuwenhoek 
grossissait  a  peine  plus  que  le  microscope  com¬ 
pose  de  Hooke,  mais  qu'elle  avait  un  bien  meilleur 
pouvoir  separateur.  Celui-ci  est  defini  comme  la 
distance  minimale  separant  deux  points  du  plan 
objet  dont  le  microscope  donne  des  images  dis- 
tinctes  ;  sa  valeur  ( d )  est  donnee  par  la  formule  : 
d  _  0,6  A 
w.sin  a 

A  =  longueur  d'onde  de  la  lumiere  utilisee  (0,4  a 
0,8  pm,  si  lumiere  naturelle) ; 


2.  Organisation  cellulaire  25 


n  =  indice  de  refraction  du  milieu  situe  entre  l'objet 
et  la  lentille  objectif ; 

a  =  demi-angle  d'ouverture  de  l'objectif. 

On  appelle  le  produit  n.sin  a  :  ouverture  nume- 
rique  de  la  lentille. 

La  valeur  de  d  devant  etre  aussi  faible  que  pos¬ 
sible,  il  faut  done  diminuer  au  maximum  X  et  aug- 
menter  l'ouverture  numerique.  Ceci  se  fait  en 
selectionnant  dans  la  lumiere  blanche  naturelle 
des  longueurs  d'onde  proches  du  violet,  grace  a 
un  filtre  approprie.  On  peut  aussi  utiliser  la  lumiere 
ultraviolette  mais  l'observation  directe  n'est  pas 
possible  (necessity  de  cliches),  et  cela  implique  de 
couteuses  optiques  en  quartz,  seules  transparentes 
a  ces  rayonnements.  L'ouverture  numerique  peut 
etre  significativement  augmentee  en  remplacant 
l'air  ( n  =  1)  entre  la  lentille  et  l'objet  (cas  des  objec- 
tifs  habituels)  par  une  huile  transparente  dont  l'in- 
dice  de  refraction  est  eleve  ( n  =  1,52)  ;  on  parle 
alors  d'observation  a  l'immersion  et  d'huile  a 
immersion  (voir  figure  2.3).  Dans  les  meilleures 
conditions,  le  pouvoir  separateur  du  microscope 
photonique  atteint  sa  limite  theorique,  qui  est 
comprise  entre  0,2  et  0,3  pm. 


Figure  2.3 

Coupe  d'un  objectif  a  immersion  utilise  avec  huile 
(partie  gauche)  ou  sans  huile  (partie  droite) 

Cette  coupe  montre  la  difference  des  trajets  suivis  par  les 
rayons  lumineux  dans  les  deux  cas.  L'utilisation  d'huile 
contribue  a  augmenter  significativement  l'angle  d'ou¬ 
verture  u  depuis  le  point  appartenant  a  l'objet  observe 
(o),  situe  sous  la  lamelle  (1).  If  :  lentille  frontale ;  L  :  lame. 


La  notion  classique  de  profondeur  de  champ 
s'applique  a  l'observation  microscopique  :  l'obser- 
vateur  n'a  une  vision  nette,  le  long  de  l'axe 
optique,  que  sur  une  certaine  epaisseur  de  l'objet. 
Pour  ne  pas  obtenir  une  image  brouillee  et  defor- 


mee  par  le  fait  que  les  rayons  lumineux  traversent 
des  milieux  heterogenes  au-dessus  et  en  dessous 
de  la  zone  nettement  vue,  il  faut  en  principe  obser¬ 
ver  des  echantillons  tres  minces.  La  profondeur  de 
champ  est  d'autant  plus  faible  que  les  objectifs  uti¬ 
lises  sont  plus  puissants.  Lorsqu'on  a  un  objet 
transparent  epais,  on  peut  cependant  avoir  une 
vision  assez  correcte  de  ses  structures  internes  en 
realisant  des  coupes  optiques,  e'est-a-dire  en  fai- 
sant  des  mises  au  point  successives  et  en  realisant 
des  observations  partielles  (plan  apres  plan)  pou- 
vant  conduire  finalement  a  une  reconstitution 
dans  l'espace.  La  mise  au  point  recente  du  micro¬ 
scope  confocal,  permettant  d'obtenir  une  observa¬ 
tion  sur  un  seul  plan,  meme  de  tres  faible 
epaisseur,  d'objets  epais  constitue  un  progres 
considerable  qui  a  ete  exploite  en  immunofluores¬ 
cence  ;  son  principe  sera  expose  dans  le  cha- 
pitre  11. 

D'autres  perfectionnements  importants  ont  ete 
apportes  au  microscope  photonique  au  cours  de  ce 
siecle,  tels  le  contraste  de  phase  (Zernicke,  1932), 
le  contraste  interferentiel  (Nomarski,  1952)  et  la 
videoamplification  (1981). 

2.1.2.  Microscope  electronique 

Son  principe  est  comparable  a  celui  du  micro¬ 
scope  photonique,  a  la  difference  pres  que  le  fais- 
ceau  de  photons  est  remplace  par  un  faisceau 
d'electrons.  La  longueur  d'onde  associee  a  un  fais¬ 
ceau  d'electrons  est  d'autant  plus  courte  que  leur 
vitesse  est  plus  elevee  :  lorsque  ceux-ci  sont  accele- 
res  sous  vide  sous  une  tension  de  50  000  volts, 
celle-ci  est  de  0,005  nm,  e'est-a-dire  10 5  fois  plus 
courte  que  celle  de  la  lumiere  visible  moyenne  ; 
cette  longueur  d'onde  est  beaucoup  plus  petite 
que  la  taille  d'un  atome  d'hydrogene  (voisine  de 
0,1  nm).  La  limite  de  resolution  theorique  d'un  tel 
instrument  est  done  tres  inferieure  a  celle  du 
microscope  a  lumiere.  Pour  differentes  causes 
techniques,  le  pouvoir  separateur  obtenu  n'est  pas 
celui  attendu,  mais  il  atteint  neanmoins  0,2  nm  et 
est  1  000  fois  plus  eleve  que  pour  le  microscope 
classique.  Les  images  obtenues  peuvent  etre 
agrandies  directement  jusqu'a  500  000  fois,  et  bien 
plus  avec  l'agrandissement  photographique. 

Lorsque  le  faisceau  incident  d'electrons  pri- 
maires  traverse  l'objet  a  analyser,  ceux-ci  sont 
absorbes  ou  reflechis  par  certains  de  ses  atomes  et 
ils  ne  participent  done  pas  a  la  formation  de 
l'image.  Les  atomes  majeurs  de  la  matiere  vivante 
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Encart  technique 

Le  microscope  electronique  a  transmission 
(MET) 

Ce  gros  appareil  comprend  essentiellement : 

-  une  source  d'electrons  (filament  metallique 
fortement  chauffe  sous  vide  :  la  cathode)  acce- 
leres  sous  une  tension  de  10  a  100  kvolts  ; 

-  une  enceinte  tubulaire  ou  est  assure  un  vide 
de  10“ 5  a  10“6mmHg,  grace  a  de  puissantes 
pompes ; 

-  une  optique  electronique  constitute  d'une 
serie  de  lentilles  (bobines)  electromagnetiques 
et  de  diaphragmes,  permettant  de  devier  et  de 
controler  la  trajectoire  des  electrons  ;  une 
bobine  condenseur  focalise  le  faisceau  sur 
l'objet  a  observer,  puis  une  bobine  deflectrice, 
fonctionnant  comme  un  objectif,  donne  une 
image  agrandie  de  l'objet  et  enfin  une  der- 
niere  lentille  magnetique  (le  projecteur),  equi¬ 
valent  d'un  oculaire,  agrandit  l'image 
precedente.  Le  trajet  des  electrons  est  iden- 
tique  a  celui  suivi  par  les  photons  dans  un 
microscope  a  lumiere  (voir  figure  2.4).  L'image 
finale,  reelle,  se  forme  sur  un  ecran  fluores¬ 
cent,  pour  la  vision  a  l'oeil  nu  (ou  mieux,  a 
l'aide  d'une  loupe,  pour  voir  les  details)  ou 
sur  une  plaque  photographique,  apres  avoir 
escamote  l'ecran  (pour  le  travail  sur  cliche) ; 

-  un  ensemble  d'appareils  et  d'accessoires  elec- 
troniques  et  informatiques  permettant  l'ex- 
ploitation  directe  de  l'image  obtenue  ou  grace 
a  un  circuit  video.  L'enregistrement  de 
l'image  et  son  traitement  sont  ainsi  assures. 

(C,  H,  O,  N)  sont  transparents  aux  electrons,  d'ou 
la  necessite  de  contraster  les  structures  au  moyen 
d'atomes  lourds,  opaques  aux  electrons,  qui  se 
fixent  plus  ou  moins  selectivement  a  leur  niveau. 
Le  domaine  explorable  avec  cet  outil  est  celui  des 
ultrastructures  et  meme  des  molecules  ;  aux  faibles 
grossissements  (200  fois)  il  recoupe  cependant  le 
domaine  du  microscope  precedent.  Rappelons 
qu'il  n'y  a  pas  de  couleurs  visibles  en  microscopie 
electronique  ;  quand  des  cliches  en  montrent,  il 
s'agit  de  fausses  couleurs  ! 

Les  avantages  considerables  apportes  par  cet 
appareil  (MET,  en  abrege)  ne  doivent  pas  dissimu- 
ler  plusieurs  contraintes  et  limitations  : 

-  un  vide  tres  pousse  doit  etre  maintenu  dans  la 

colonne  afin  que  les  electrons  ne  soient  pas  frei- 

nes  et  que  leur  trajectoire  soit  bien  lineaire  ;  ceci 


ecran 

fluorescent 

Microscope  photonique  Microscope  electronique 

Figure  2.4 

Schemas  compares  des  trajets  des  rayons  lumineux 
et  des  electrons  dans  un  microscope  photonique 
et  dans  un  microscope  electronique 
Le  premier  est  equipe  de  lentilles  de  verre,  tandis  que  le 
second  est  equipe  de  lentilles  electromagnetiques. 


implique  que  l'echantillon  soit  deshydrate  (done 
non  vivant),  pour  ne  pas  etre  detruit ; 

-  en  raison  du  faible  pouvoir  penetrant  des  elec¬ 
trons,  les  objets  observes  doivent  etre  extreme- 
ment  fins  (coupes  de  50  a  100  nm),  ce  qui 
necessite  des  techniques  specifiques  d'inclusion 
et  de  coupe  des  echantillons  :  un  specimen  de  0,5 
a  1  pm  d'epaisseur  apparait  presque  totalement 
opaque  a  50  kvolts  ; 

-  sous  l'action  des  electrons  qui  les  traversent,  les 
echantillons  subissent  une  degradation  parfois 
rapide. 

Les  images  obtenues  avec  cette  technique  d'ob- 
servation  de  coupes  en  transmission  ne  sont  que  le 
reflet  tres  incomplet  des  objets  etudies.  En  effet,  la 
troisieme  dimension  et  la  notion  de  volume  dispa- 
raissent  totalement.  Dans  une  cellule  de  20  pm  de 
diametre,  on  peut  debiter  200  a  400  coupes  ultra- 
fines,  qui  ne  pourront  pas  toutes  etre  aisement 
recueillies  et  analysees.  La  technique  dite  des 
coupes  seriees,  classique  en  cytologie  photonique, 
peut  s'appliquer  exceptionnellement  ici,  dans  le 
cas  de  cellules  de  petite  taille  ou  pour  l'etude  d'un 
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territoire  cellulaire  precis  ;  l'utilisation  de  micro¬ 
scopes  a  tres  haute  tension  permet  aussi  de  pallier 
cet  inconvenient  (voir  plus  loin). 

Outre  les  coupes,  le  MET  permet  d'observer  des 
repliques  (moulages  metalliques)  obtenues  dans 
le  cadre  de  la  technique  de  cryofracture  (voir  cha- 
pitre  5),  des  preparations  de  molecules,  ombrees 
de  la  meme  fa^on,  ou  bien  des  preparations  de 
type  coloration  negative  (voir  chapitre  3). 


2.2  Microscope  photonique  a  epifluorescence 


Cet  appareil  permet  d'analyser  la  lumiere 
reemise  par  fluorescence  par  un  echantillon  eclaire 
au  moyen  d'une  lumiere  de  longueur  d'onde 
appropriee.  Les  molecules  fluorescentes  ont  la  pro¬ 
priety,  lorsqu'elles  sont  eclairees  par  une  lumiere 
d'une  certaine  longueur  d'onde  (qu'elles  absor¬ 
bent),  de  reemettre  une  lumiere  de  longueur  d'onde 
plus  elevee  (et  moins  energetique).  De  nombreux 
composes  organiques  sont  naturellement  fluores- 
cents  (la  chlorophylle,  par  exemple),  mais  on  uti¬ 
lise  surtout  en  biologie  des  composes  artificiels 
servant  soit  de  marqueurs  pour  detecter  des 
macromolecules,  auxquelles  on  les  a  artificielle- 
ment  associes  (pour  l'immunofluorescence,  par 
exemple),  soit  de  substrats  dans  des  reactions 
enzymatiques  (cytoenzymologie). 

Tout  compose  fluorescent  est  caracterise  par  une 
longueur  d'onde  precise  d'excitation  maximale  et 
une  longueur  d'onde  de  reemission  maximale  ;  la 
fluoresceine,  par  exemple,  a  un  pic  d'absorption 
situe  entre  450  et  490  nm  (bleu)  et  un  pic  d'emis- 
sion  situe  entre  520  et  560  nm  (jaune-vert).  Un 
microscope  a  fluorescence  est  done  equipe  d'une 
puissante  source  lumineuse  eclairant  le  plus  sou- 
vent  dans  l'ultraviolet  (auquel  de  nombreux  colo¬ 
rants  de  ce  genre  sont  sensibles)  et  de  filtres  qui 
selectionnent  les  longueurs  d'onde  appropriees  de 
la  lumiere  avant  (excitation)  et  apres  (emission) 
que  l'objet  ait  ete  eclaire.  Ceci  est  necessaire  pour 
que  l'image  donnee  par  la  lumiere  emise  ne  soit 
pas  polluee  par  la  lumiere  excitatrice. 

Le  microscope  generalement  utilise,  dit  a  epi¬ 
fluorescence,  n'est  pas  un  microscope  a  transmis¬ 
sion  ordinaire  car  la  lumiere  re^ue  par  l'oeil  ne 
traverse  pas  l'echantillon  observe.  En  fait,  les 
lumieres  excitatrice  et  reemise  passent  toutes  deux 
a  travers  l'objectif  et  l'objet  etudie  est  eclaire  par 
dessus,  d'ou  le  nom  d'epifluorescence.  De  nom¬ 


breux  microscopes  de  ce  type  sont  equipes  d'un 
dispositif  permettant  la  microscopie  confocale. 

2.3  Observations  vitales 


II  s'agit  de  l'observation  d'un  materiel  vivant 
brut ;  la  necessity  d'utiliser  des  objets  transparents 
limite  beaucoup  le  nombre  de  cellules  ou  de  tissus 
directement  observables.  Les  cellules  vivant  a 
l'etat  isole,  comme  les  Bacteries  ou  les  Protistes 
(Protozoaires,  Algues  unicellulaires),  ou  bien  les 
cellules  sanguines  ou  en  culture,  sont  seules  aise- 
ment  analysables  (technique  du  frottis).  De  la 
meme  facon,  seules  des  assemblies  cellulaires  de 
faible  epaisseur,  comme  certains  epitheliums  ani- 
maux  ou  vegetaux  (unistratifies,  ou  presentant  un 
petit  nombre  de  couches  de  cellules)  sont  faciles  a 
observer.  Ces  observations  se  font  dans  des  condi¬ 
tions  ou  les  cellules  restent  vivantes  un  minimum 
de  temps,  ce  qui  implique  la  mise  au  point  de 
milieux  appropries  et  de  montages  appeles 
chambres  de  survie.  Les  conditions  d'alimentation 
des  cellules,  de  temperature,  d'oxygenation,  de 
pH,  doivent  etre  bien  controlees,  et  ce  d'autant 
plus  que  la  duree  de  l'observation  se  prolonge. 

Une  autre  difficulty  des  observations  vitales 
tient  au  fait  que  les  cellules  ont  en  general  un 
contenu  transparent  et  incolore,  d'ou  l'impossibilite 
de  distinguer  les  structures  internes.  Chez  les 
Vegetaux,  les  chloroplastes  ou  les  chromoplastes 
sont  naturellement  colores,  ainsi  que  les  vacuoles 
dans  lesquelles  des  anthocyanes  sont  accumulees. 
Chez  les  Animaux,  la  situation  est  moins  favorable, 
a  l'exception  de  quelques  cas  de  cellules  pigmen- 
taires  (melanocytes).  Dans  les  milieux  transparents 
incolores,  les  seules  variations  sont  dues  aux  diffe¬ 
rences  d'indice  de  refraction  des  divers  organites 
ou  structures  ;  au  sein  du  noyau,  par  exemple,  le 
nucleole  a  l'aspect  d'une  sphere  brillante,  en  rai¬ 
son  d'une  forte  refringence.  Divers  dispositifs  phy¬ 
siques  associes  au  microscope  utilisent  cette 
propriety  pour  ameliorer  la  lisibilite  des  images, 
sans  qu'il  soit  necessaire  de  colorer  les  cellules 
(voir  plus  loin). 

2.3.1.  Colorants  vitaux 

De  nombreuses  techniques  de  coloration,  dites 
vitales,  ont  ete  mises  au  point,  permettant  de 
visualiser  pendant  des  periodes  plus  ou  moins 
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longues,  differentes  structures  cellulaires.  On  peut 
citer  quelques  exemples  de  tels  colorants  : 

-  le  violet  dahlia  et  le  violet  cristal  se  fixent  plus 
particulierement  sur  le  noyau ; 

-  le  vert  janus  B  et  le  nitro-bleu  de  tetrazolium, 
composes  fonctionnant  comme  indicateurs  speci- 
fiques  d'oxydoreduction,  permettent  de  colorer 
les  mitochondries.  Le  principe  d'une  telle  colora¬ 
tion  est  expose  dans  un  encart  technique  (voir 
chapitre  10) ;  ces  colorations  sont  subletales,  plu- 
tot  que  vitales ; 

-  le  rouge  neutre  permet  de  colorer  efficacement 
les  vacuoles  des  Protistes,  des  Champignons  ou 
des  Vegetaux  (voir  figure  2.5).  Ce  compose  de 
masse  moleculaire  elevee  penetre  par  endocytose 
puis  est  transfere  et  accumule  dans  les  vacuoles  ; 
son  innocuite  est  liee  au  fait  qu'il  est  sequestre 
dans  un  compartiment  physiologiquement  mar¬ 
ginal  au  sein  de  ces  cellules.  Cette  caracteristique 
a  permis  des  etudes  de  longue  duree  sur  la  diffe¬ 
rentiation  des  vacuoles  dans  les  ratines. 


Figure  2.5 

Coloration  vitale  des  vacuoles  de  cellules  de  levure 
avec  une  solution  de  rouge  neutre. 

Ces  cellules  ont  un  diametre  de  5  a  1 0  pm. 


Plusieurs  composes  de  faible  masse  moleculaire, 
le  plus  souvent  fluorescents,  et  ayant  des  proprie¬ 
ties  de  coloration  vitale  ont  recemment  ete  deve- 
loppes  :  les  mitochondries,  les  plastes,  les 
lysosomes,  sont  desormais  aisement  visualises 
dans  des  cellules  vivantes  grace  a  des  sondes  d'ac- 
tivites  metaboliques  (voir  chapitre  3).  On  peut 
egalement  considerer  que  des  anticorps  fluores¬ 
cents  injectes  dans  des  cellules  vivantes,  qui  recon- 
naissent  des  structures  specifiques  sans  perturber 
la  physiologie  cellulaire,  font  partie  de  ce  groupe 
de  marqueurs  vitaux  d'organites. 

2.3.2.  Dispositifs  physiques 

Ajoutes  au  microscope  photonique  classique, 
ces  dispositifs  permettent  d'accentuer  les  legers 
contrastes  existant  entre  les  structures  non  colo- 
rees  des  cellules  vivantes  ou  fixees  et  d'augmenter 
considerablement  la  qualite  des  observations. 

•  Le  microscope  a  contraste  de  phase  est  base 
sur  le  principe  suivant  :  grace  a  un  systeme  de 
canalisation  de  la  lumiere  au  moyen  de  deux  dia- 
phragmes  annulaires  situes  respectivement  dans  le 
systeme  d'eclairage  et  dans  l'objectif,  il  est  possible 
de  transformer  (en  schematisant  beaucoup)  les  dif¬ 
ferences  d'indices  des  milieux  traverses  par  la 
lumiere  en  differences  d'amplitude  lumineuse.  Ce 
systeme  donne  des  images  en  nuances  de  gris  la 
ou  la  lumiere  naturelle  ne  permet  aucune  distinc¬ 
tion  ;  il  equipe  tous  les  microscopes  de  recherche 
modernes  (voir  figure  2.6). 

•  Le  microscope  interferentiel  est  base  sur  un 
principe  different  et  non  presente  ici ;  il  fait,  quant 
a  lui,  apparaitre  les  structures  cellulaires  en  relief. 

•  Le  microscope  polarisant,  outil  privilegie  du 
mineralogiste,  permet  de  deceler  (grace  a  la  bire¬ 
fringence)  des  structures  possedant  une  organisa¬ 
tion  pseudocristalline  dans  les  echantillons 


Figure  2.6 

Comparaison  des  images 
obtenues  avec  un  microscope 
photonique  ordinaire 
(a  gauche) 

et  avec  un  microscope 
a  contraste  de  phase  (a  droite) 
Materiel  non  colore  artificiel- 
lement :  coupes  transversales 
de  tubule  renal  de  Mammifere. 
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biologiques.  On  a  ainsi  mis  en  evidence  des  struc¬ 
tures  fibreuses  orientees  au  sein  d'edifices  supra- 
moleculaires  tels  les  fuseaux  de  division 
(microtubules),  les  parois  des  cellules  vegetales 
(cellulose),  les  fibres  musculaires  striees  (myofi- 
brilles  de  myosine  et  d'actine),  les  grains  d'ami- 
don... 

Ces  dispositifs  sont  d'un  interet  considerable  car 
ils  autorisent  l'observation  de  phenomenes  vitaux 
de  longue  duree,  tels  que  la  division  cellulaire,  les 
mouvements  cellulaires  ou  intracellulaires  d'orga- 
nites  ou  le  developpement  embryonnaire  precoce. 
Leur  utilisation,  combinee  a  celle  du  microcinema, 
a  apporte  des  informations  capitales  sur  nombre 
de  processus  biologiques. 

2.3.3.  Limites  de  la  technique 

Malgre  toutes  ces  ameliorations  techniques, 
l'observation  vitale  n'a  que  des  possibilites  limi- 
tees.  Elle  ne  permet  d'etudier  que  des  cellules  iso¬ 
lees,  ce  qui  restreint  beaucoup  le  champ 
d'analyse  ;  la  fragility  des  structures  cellulaires  est, 
dans  de  nombreux  cas,  tres  prejudiciable  a  des 
observations  prolongees,  dont  la  validite  devient 
progressivement  sujette  a  caution.  Ce  constat  a 
conduit  tres  tot  les  biologistes  a  chercher  les 
moyens  de  «figer»  les  structures  cellulaires,  en 
particulier  celles  des  tissus  massifs,  afin  d'en  obte- 
nir  des  sections  fines  et  transparentes,  aisement 
colorables  et  observables  a  loisir.  L'origine  de  ces 
techniques  remonte  a  la  fin  du  siecle  dernier  ;  leur 
ensemble  constitue,  pour  la  microscopie  photo- 
nique,  l'histologie  classique,  dans  la  mesure  ou 
elles  ont  d'abord  permis  l'analyse  precise  des  tis¬ 
sus,  avant  celle  des  cellules. 

2.4  Techniques  de  l'histologie  classique 
et  electronique 


2.4.1.  Histologie  classique 

Lorsque  le  materiel  biologique  est  massif  (tissus 
animaux  ou  vegetaux  :  foie,  cerveau,  muscle...,  ou 
tige,  feuille,  racine...),  il  faut  prealablement  le 
debiter  en  tranches  fines  et  regulieres,  qui  seront 
ensuite  colorees.  Ceci  necessite  de  nombreuses 
operations  avant  d'arriver  au  stade  de  la  prepara¬ 
tion  microscopique,  telles  que  celles  que  l'on  a 
l'habitude  d'observer.  Les  etapes  de  ce  protocole 
sont  les  suiv antes. 


•  La  fixation  a  pour  but  de  tuer  les  cellules  tout 
en  modifiant  le  moins  possible  leurs  structures 
internes.  On  utilise  a  cet  effet  des  melanges  varies, 
empiriquement  mis  au  point,  contenant  des  sub¬ 
stances  connues  pour  denaturer  et  coaguler  essen- 
tiellement  les  proteines  :  acides,  alcools,  aldehydes, 
certains  sels...  Ces  fixateurs,  dits  coagulants,  doi- 
vent  etre  adaptes  a  la  nature  du  materiel  biolo¬ 
gique  analyse  et  au  type  de  coloration  employe 
ulterieurement  ;  il  en  existe  un  nombre  conside¬ 
rable.  Une  fois  la  fixation  achevee,  le  materiel  doit 
etre  abondamment  rince  a  l'eau  pour  eliminer  le 
fixateur  qui  pourrait  deteriorer  la  matiere  orga- 
nique  ou  interferer  avec  les  etapes  suiv  antes. 

•  La  deshydratation  a  pour  but  d'eliminer  l'eau 
de  l'echantillon  et  de  la  remplacer  par  un  solvant 
du  milieu  utilise  pour  l'inclusion  ;  elle  consiste  en 
une  serie  de  bains  dans  des  alcools  de  plus  en  plus 
concentres.  Cette  operation  doit  etre  progressive 
pour  que  la  substitution  n'entraine  pas  de  defor¬ 
mation  des  tissus.  Un  dernier  bain  est  realise  dans 
un  melange  alcool/solvant  organique  du  milieu 
d'inclusion,  pour  arriver  enfin  a  avoir  l'echantillon 
dans  ce  solvant  pur  :  xylene,  toluene. . . 

•  L'inclusion  a  pour  objectif  d'impregner  tota- 
lement  les  cellules  d'une  substance  durcissante, 
qui  permettra  une  coupe  fine  et  reguliere.  Cette 
substance,  dont  les  molecules  remplacent  en  fait 
les  molecules  d'eau  initiales,  est  souvent  la  paraf¬ 
fine  qui  est  liquide  a  60  °C  et  dure  a  la  temperature 
ambiante  ;  soluble  dans  les  solvants  cites  plus 
haut,  elle  penetre  tres  aisement  dans  les  tissus. 
Apres  plusieurs  bains  a  60  °C  et  durcissement  de 
la  paraffine,  on  obtient  un  «bloc»  qui  pourra  etre 
correctement  coupe  et  qui  sert  aussi  de  moyen  de 
stockage  des  echantillons. 

•  La  coupe  a  pour  but  de  realiser  des  sections 
fines  (de  2  a  10  pm  d'epaisseur)  et  transparentes 
de  l'objet  inclus.  On  utilise  un  microtome,  muni 
d'un  rasoir  metallique  et  d'un  systeme  d'avance 
mecanique  du  porte-objet,  qui  donne  des  coupes 
seriees  ;  celles-ci  sont  collees  avec  une  solution  de 
gelatine  sur  des  lames  de  verre,  sechees  et  depa- 
raffinees  avec  du  xylene  ou  du  toluene.  Seule  la 
matiere  organique  de  la  coupe  subsiste  sur  la  lame. 

•  La  coloration  permet  de  teinter  de  fagon  diffe- 
rentielle  les  divers  territoires  de  l'echantillon  bio¬ 
logique.  De  tres  nombreuses  colorations  plus  ou 
moins  specifiques  ont  ete  empiriquement  mises  au 
point  vers  la  fin  du  xixe  et  au  debut  du  xxe  siecles 
(periode  prospere  de  la  chimie  organique  des  colo¬ 
rants).  Tous  ces  colorants  etant  hydrosolubles  (car 
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initialement  destines  a  la  teinture  des  textiles),  ils 
ne  fonctionnent  que  si  les  coupes  ont  ete  rehydra- 
tees  ;  ceci  necessite  l'emploi  d'une  serie  d'alcools 
de  titres  decroissants,  pour  arriver  a  l'eau. 

•  Le  montage  a  pour  but  de  rendre  la  prepara¬ 
tion  permanente,  c'est-a-dire  observable  pendant 
des  annees.  Apres  une  deshy dratation  rapide  de  la 
preparation  coloree,  celle-ci  est  recouverte  d'une 
goutte  de  resine  naturelle  ou  synthetique,  par  des- 
sus  laquelle  on  depose  une  lamelle  de  verre.  Ce 
nouveau  milieu  transparent,  dans  lequel  se  trouve 
l'echantillon  colore,  durcit  par  polymerisation. 

La  plupart  de  ces  colorations  sont  de  type  «topo- 
graphique».  Elies  mettent  en  evidence  des  struc¬ 
tures,  et  non  pas  des  composes  precis,  car  les 
colorants  employes  fonctionnent  comme  des  tein- 
tures,  qui  s'adsorbent  plus  ou  moins  efficacement 
sur  leur  cible,  le  plus  souvent  pour  des  raisons 
electrostatiques.  C'est  le  cas  de  l'hematoxyline,  de 
l'eosine,  du  carmin,  du  bleu  de  toluidine. . .  D'autres 
semblent  plus  specifiques,  comme  le  vert  de 
methyle  (qui  colore  la  chromatine),  ou  la  pyronine 
(qui  met  en  evidence  l'ARN  nucleolaire  et  cyto- 
plasmique).  En  histologie  animale,  les  colorants 
sont  souvent  utilises  en  melanges  tels  que  les  clas- 
siques  trichromes,  qui  autorisent  des  identifica¬ 
tions  tissulaires  ties  precises.  Certains  sels,  comme 
le  nitrate  d'argent  ammoniacal,  permettent  aussi 
de  visualiser  des  structures  a  la  suite  de  la  reduc¬ 
tion  de  Ag+  en  Ag  metallique  par  divers  composes 
cellulaires  ;  on  parle  alors  de  coloration  (ou  impre¬ 
gnation)  argentique.  L'acide  osmique  conduit  a 
des  resultats  voisins. 

Les  techniques  histologiques  classiques  ont  per- 
mis,  au  cours  du  siecle  ecoule,  de  decrire  et  de 
caracteriser,  par  exemple,  les  quelque  200  types 
cellulaires  dont  sont  constitues  les  Vertebres  supe- 
rieurs.  Pour  conclure,  il  faut  dire  qu'il  existe,  a  cote 
de  ces  methodes,  des  colorations  renseignant  l'ob- 
servateur  sur  la  nature  chimique  exacte  des  struc¬ 
tures  visualisees  :  il  s'agit  des  techniques 
cytochimiques,  exposees  dans  le  chapitre  3. 


2.4.2.  Histologie  electronique 


La  realisation  de  coupes  ultrafines  adaptees  a  la 
microscopie  electronique  a  necessite  l'apport  de 
plusieurs  modifications  au  protocole  precedent, 
dont  les  grandes  lignes  restent  conservees.  Dans  la 
mesure  ou  les  structures  cellulaires  doivent  etre  ici 
parfaitement  preservees,  pratiquement  jusqu'a  un 
niveau  moleculaire,  la  fixation  et  l'inclusion  sont 


des  operations  cruciales,  dont  la  mise  au  point  a 
ete  longue  et  difficile.  De  plus,  la  realisation  de 
coupes  ultrafines  a  necessite  la  fabrication  d'ultra- 
microtomes  tres  sophistiques.  L'observation  des 
echantillons  se  fait  apres  avoir  introduit  une  grille 
porte-objet  dans  un  sas  du  microscope,  dans 
lequel  on  peut  «casser»  le  vide  localement,  sans 
avoir  a  toucher  au  reste  de  la  colonne. 
L'observation  directe  se  fait  sur  un  ecran  fluores¬ 
cent  situe  dans  l'axe  du  faisceau  d'electrons. 

Cette  technique,  qui  a  permis  de  decrire  toutes 
les  ultrastructures  cellulaires  desormais  classiques, 
presente  un  inconvenient  majeur  dont  les  cytolo- 
gistes  n'ont  pas  pris  conscience  tout  de  suite  :  elle 
ne  donne  qu'une  vision  tres  partielle  des  cellules. 
En  effet,  si  on  realise  des  coupes  de  50  nm  d'epais- 
seur  dans  une  cellule  de  20  pm  de  diametre,  on  ne 
voit  sur  chacune  d'elles  qu'l/400e  du  volume  cel- 
lulaire.  Pour  reconstituer  les  structures  dans  l'es- 
pace  et  retrouver  la  notion  de  volume,  on  peut 
proceder  a  la  realisation  de  coupes  seriees,  c'est-a- 
dire  qu'on  observe  toutes  les  coupes  realisees  ;  ceci 
est  particulierement  delicat  et  fastidieux  en  micro¬ 
scopie  electronique  et,  de  fait,  n'a  ete  mis  en  pra¬ 
tique  qu'exceptionnellement. 

Cette  approche  a  pourtant  ete  tres  instructive  : 
on  a  ainsi  constate,  par  exemple,  que  les  mitochon- 
dries,  systematiquement  decrites  comme  des  glo¬ 
bules  ou  des  batonnets  (en  raison  de  l'aspect 
circulaire  de  leurs  sections)  pouvaient  etre  consti¬ 
tutes,  dans  certains  tissus  ou  a  certains  moments 
de  la  vie  de  la  cellule,  par  de  tres  longs  filaments 
sinueux  et  ramifies.  Le  meme  type  de  remarque 
peut  etre  fait  pour  tous  les  organites  eucaryotiques 
d'une  certaine  taille  et  presentant  une  structure  tri- 
dimensionnelle  complexe,  comme  l'appareil  de 
Golgi  ou  le  reticulum  endoplasmique. 

Une  maniere  plus  directe  de  reconstituer  les 
volumes  cellulaires,  en  microscopie  electronique, 
consiste  a  utiliser  un  microscope  a  tres  haut  vol¬ 
tage  (acceleration  des  electrons  sous  plusieurs  mil¬ 
lions  de  volts).  En  permettant  l'etude  de  coupes 
relativement  epaisses  (de  l'ordre  du  pm),  ou  meme 
de  cellules  entieres  fixees,  cet  appareil  gigantesque 
(dont  la  colonne  mesure  plus  de  10  m  de  haut) 
redonne  acces  a  la  troisieme  dimension  et  confirme 
les  observations  obtenues  par  les  coupes  seriees. 
Ce  type  d'appareil,  tres  couteux  et  done  peu 
repandu,  necessite  cependant  un  savoir-faire  cer¬ 
tain  pour  produire  et  interpreter  les  images. 
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Encart  technique 
La  technique  histologique  en  microscopie  electronique 


1.  Fixation 

Les  fixateurs  classiques  ne  suffisent  pas  car  ils 
tendent  a  coaguler  les  proteines  et  a  detruire  les 
structures  fines.  II  faut  utiliser  ici  des  agents  chi- 
miques  qui  realisent  des  pontages  entre  les  mole¬ 
cules  voisines,  plus  qu'ils  ne  les  denaturent ;  cette 
fixation  «en  douceur »  stabilise  les  structures 
auxquelles  elles  appartiennent : 

-le  permanganate  de  potassium  assure  une 
excellente  conservation  des  membranes  lipo- 
proteiques,  mais  les  structures  cellulaires  conte- 
nant  des  acides  nucleiques  sont  tres  mal  fixees  ; 

-  le  tetroxyde  d'osmium  se  comporte  comme  le 
precedent,  mais  il  penetre  mal  dans  les  cellules  ; 

-  le  glutaraldehyde  penetre  bien  dans  les  cellules, 
fixe  efficacement  de  nombreuses  structures, 
sauf  les  membranes. 

De  fait,  on  combine  les  avantages  des  differents 
fixateurs  en  realisant  une  double  fixation  :  un 
traitement  au  glutaraldehyde  suivi  d'un  traite- 
ment  au  tetroxyde  d'osmium. 

2.  Inclusion  en  resine 

Le  principe  est  le  meme  que  pour  l'histologie 
classique,  a  la  difference  pres  que  la  deshydrata- 
tion  prealable  doit  se  terminer  dans  un  solvant 
de  la  resine  utilisee  pour  l'inclusion.  Les  milieux 
d'inclusion  utilises  sont  souvent  des  resines  de  la 
famille  des  araldites,  qui  polymerisent  a  chaud 
en  presence  d'un  catalyseur.  On  obtient  des 
petits  blocs  solides  et  tres  durs,  incluant  et  impre- 
gnant  l'echantillon  a  analyser  ;  la  durete  de  ce 
materiel  permet  d'obtenir  des  coupes  extreme- 


2.5  Techniques  d'observation 
des  formes  et  des  surfaces 


2.5.1.  Coloration  negative 

ET  OMBRAGE  METALLIQUE 

La  coloration  negative  s'applique  a  des  objets 
de  tres  petites  dimensions,  de  forme  relativement 
simple  (molecules.  Virus  ou  elements  cellulaires 
isoles  :  organites  ou  fragments  d'organites).  Elle 
permet  de  voir,  en  microscopie  electronique  a 
transmission,  de  tres  fins  details  que  les  coupes  ne 
permettent  pas  de  visualiser,  en  particulier  dans  le 
cas  des  structures  fibreuses  (protofilaments  pro- 


ment  fines  et  regulieres.  On  utilise  aussi  des 
resines  hydrosolubles  pouvant  etre  eliminees  des 
coupes,  ce  qui  autorise  des  experiences  d'immu- 
nocytochimie  en  microscopie  electronique. 

3.  Coupe :  ultramicrotomie 

Les  coupes  ultrafines  sont  realisees  grace  a  des 
couteaux  de  verre  ou  de  diamant  tres  affutes.  Le 
probleme  technique  de  l'avance  reguliere  et  sur- 
tout  tres  progressive  du  porte-objet  devant  le 
couteau  est  resolu  par  la  mise  au  point  de  sys- 
temes  bases,  par  exemple,  sur  la  dilatation  d'un 
axe  metallique  (avance  thermique).  Les  coupes, 
de  tres  faible  taille  (moins  de  0,5  mm  de  cote)  et 
tres  fines,  sont  invisibles  a  l'oeil  nu  et  difficile- 
ment  manipulables  sans  l'aide  d'une  loupe.  Le 
couteau  est  en  fait  muni  d'une  petite  cuvette 
contenant  de  l'eau  a  la  surface  de  laquelle  les 
coupes  flottent.  Celles-ci  sont  recuperees  sur  des 
grilles  de  3  a  4  mm  de  diametre,  a  mailles  tres 
fines,  qui  servent  en  fait  de  porte-objet  et  seront 
introduces  dans  la  colonne  du  microscope. 

4.  «  Coloration  » 

Cette  etape  consiste  en  un  simple  renforcement 
des  contrastes  :  on  parle  de  «  coloration  positive  ». 
Certains  atomes  de  metaux  lourds  se  fixent  selec- 
tivement  sur  diverses  structures  cellulaires,  fixa¬ 
tion  qui  arrete  efficacement  les  electrons  a  leur 
niveau.  Le  resultat  est  un  meilleur  contraste  des 
images.  On  utilise  pour  cela  des  solutions  d'ace- 
tate  d'uranyle  ou  de  citrate  de  plomb  et  on  fait 
flotter  quelque  temps  les  grilles  portant  les 
coupes  sur  des  gouttes  de  ces  substances. 


teiques,  flagelles,  queue  de  certains  Virus...). 
L'ombrage  metallique  s'applique  aux  memes 
objets,  mais  le  principe  est  un  peu  different  et  les 
images  obtenues  sont  plus  empatees  que  dans  le 
cas  du  protocole  precedent.  II  permet,  en  particu¬ 
lier,  de  visualiser  de  fa^on  simple  les  molecules 
d'acides  nucleiques.  II  constitue  egalement  une 
etape  dans  le  protocole  de  cryofracture  ;  ces  deux 
techniques  sont  detaillees  dans  le  chapitre  3. 

2.5.2.  Cryofracture 

La  cryofracture  est  une  technique  fondamenta- 
lement  differente  des  deux  precedentes,  qui  per- 
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met  l'observation  de  tissus  massifs,  dont  elle 
donne  une  vue  interne  qui  n'est  pas  le  resultat 
d'une  coupe,  mais  celui  d'une  fracture.  Les  images 
obtenues  sont,  au  depart,  un  peu  deroutantes  car 
tres  differentes  de  celles  que  donnent  des  coupes. 
La  difference  tient  au  fait  que  la  fracture  arrache 
des  morceaux  de  cytoplasme,  generalement  en 
passant  a  travers  les  membranes  cellulaires  (voir 
encart  detaille  dans  le  chapitre  5).  Les  organites 
spheriques  apparaissent,  suivant  qu'ils  ont  ete 
enleves  ou  pas,  comme  des  creux  ou  des  bosses  ; 
on  reconnait  cependant  aisement  tous  les  organites 
et  toutes  les  structures  classiques. 

Cette  technique  presente  deux  avantages  consi¬ 
derables  :  1)  elle  permet  de  travailler  sur  un  mate¬ 
riel  congele  dont  la  structure  est  aussi  proche  que 
possible  de  la  structure  native  et  2)  elle  permet 
d'observer  l'organisation  superficielle  des  mem¬ 
branes  cellulaires,  ce  que  les  coupes  n'autorisent 
pas,  sauf  dans  le  cas  (rare)  de  coupes  tangentielles. 

2.5.3.  Microscopie  A  balayage 

La  microscopie  a  balayage  est  la  technique  pri- 
vilegiee  d'observation  des  surfaces.  Grace  a  sa  pro- 
fondeur  de  champ  exceptionnelle,  le  microscope 
utilise  permet  d'observer  des  preparations  de 
grande  taille,  avec  d'importants  reliefs.  La  resolu¬ 
tion  est  plus  faible  que  celle  du  microscope  a 
transmission  classique  (1  nm)  ;  les  grossissements 
vont  de  20  a  400  000,  et  la  profondeur  de  champ 
peut  atteindre  plusieurs  mm  aux  faibles  grossisse¬ 
ments.  C'est  cette  technique  qui  permet  d'obtenir 
des  photos  spectaculaires  de  cellules  entieres,  d'or- 
ganes  vegetaux  et  meme  d'Insectes  de  petite  taille 
(voir  figure  2.7).  Les  echantillons  biologiques  doi- 
vent  en  general  etre  recouverts  d'une  couche  de  5 
a  10  nm  d'or,  de  platine  ou  de  palladium,  afin  de 
reflechir  les  electrons. 


3.  PLANS  D'ORGANISATION 
CELLULAIRE 


Les  premiers  cytologistes  ont  d'abord  ete  frap- 
pes,  et  emerveilles  sans  doute,  par  la  diversity  des 
formes,  des  failles,  des  structures  internes  presen¬ 
tees  par  les  cellules  animates  ou  vegetales,  et 
devoilees  par  leurs  microscopes.  La  theorie  cellu- 
laire  unifiait  cependant  cette  diversity  apparente  et 
de  fait,  quelle  que  soit  leur  origine,  toutes  les  cel- 


Figure  2.7 

Colon  ie  de  Staphylococcus  aureus 

Colonie  de  cocci  observee  en  microscopie  a  balayage  ; 
cette  bacterie  est  responsable  d'infections  respiratoires 
chez  les  sujets  fragiles  (barre  =  2  pm).  Cliche  Labo,  BG, 
Orsay. 


lules  partageaient  de  nombreux  caracteres  structu- 
raux  ;  il  a  ete  verifie,  tout  au  long  du  xixe  siecle, 
que  le  monde  animal  et  le  monde  vegetal,  qui  se 
differenciaient  pourtant  par  quelques  traits  speci- 
fiques,  possedaient  le  meme  plan  d'organisation 
fondamental.  Les  Bacteries  semblaient  seulement 
se  distinguer  du  reste  du  monde  vivant  par  leur 
taille  minuscule  ;  les  difficultes  d'observation,  liees 
au  fait  que  ces  etres  avaient  des  dimensions  voi- 
sines  du  pouvoir  separateur  du  microscope  photo- 
nique,  ne  permettaient  pas  de  decrire  leur 
organisation  precise.  II  etait  alors  admis  implicite- 
ment  que  les  Bacteries  etaient  des  cellules  clas¬ 
siques,  mais  «en  miniature  ». 

A  partir  de  1950,  l'avenement  du  microscope 
electronique  a  demontre  qu'il  n'en  etait  rien  et  que 
les  Bacteries,  les  Cyanobacteries  (alors  appelees 
Algues  bleu-vert),  ainsi  que  d'autres  micro-orga- 
nismes,  possedaient  un  plan  d'organisation  bien 
plus  simple  et  fondamentalement  different  de  celui 
des  cellules  connues  jusque-la.  Des  lors,  le  monde 
vivant  fut  decoupe  en  deux  grands  groupes,  sur  la 
base  de  la  structure  cellulaire  :  les  Eucaryotes,  ou 
cellules  a  vrai  noyau,  et  les  Procaryotes,  ou  cel¬ 
lules  a  noyau  primitif  (ou  sans  noyau  vrai).  Ces 
termes  avaient  ete  forges  des  1920  par  E.  Chatton 
pour  traduire  une  difference  que  cet  auteur  jugeait 
capitale  entre  les  deux  groupes,  idee  qui  ne  fut 
acceptee  que  trente  ans  plus  tard. 

La  biochimie  et  la  biologie  moleculaire  mon- 
trent  que  ces  deux  types  d'etres  vivants,  si  radica- 
lement  differents  par  leur  architecture  cellulaire, 
presentent  cependant  une  grande  similitude  au 
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niveau  des  mecanismes  fondamentaux  touchant 
au  metabolisme  de  base  ou  a  la  nature  et  l'expres- 
sion  du  materiel  genetique.  II  est  admis,  pour  cette 
raison,  que  tous  les  etres  vivants  descendent  d'un 
ancetre  commun,  c'est-a-dire  d'une  cellule  primi¬ 
tive  presente  sur  la  planete  il  y  a  pres  de  4  mil¬ 
liards  d'annees  (voir  chapitre  16).  Comme  on  le 
verra,  les  donnees  les  plus  recentes  conduisent  a 
subdiviser  les  Procaryotes  en  deux  groupes  diffe- 
rant  plus  par  certaines  caracteristiques  biochi- 
miques  et  moleculaires  que  par  leur  organisation, 
mais  ces  differences  sont  telles  que  ces  deux  nou- 
veaux  groupes  semblent  aussi  eloignes  evolutive- 
ment  l'un  de  l'autre  qu'ils  le  sont  tous  deux  des 
Eucaryotes.  Bien  que  les  Procaryotes  semblent 
plus  primitifs  d'organisation  et  soient  evolutive- 
ment  plus  anciens,  nous  les  examinerons  apres  les 
Eucaryotes,  qui  nous  sont  plus  familiers. 

3.1  Plan  d'organisation  eucaryotique 


Les  Eucaryotes  sont  des  etres  vivants  unicellu- 
laires  ou  pluricellulaires  (la  situation  la  plus  cou- 
rante),  constitues  de  cellules  de  taille  en  general 
relativement  grande,  et  possedant  des  caracteres 
qui  les  distinguent  radicalement  des  Procaryotes  ; 
c'est  parmi  eux  que  l'on  compte  les  organismes 
actuels  les  plus  complexes.  Les  traits  communs  a 
tous  les  Eucaryotes  seront  examines  dans  un  pre¬ 
mier  temps  ;  les  differents  groupes  qui  les  consti¬ 
tuent  et  leurs  specificites  structurales  seront 
decrits  separement. 

3.1.1.  Caracteristiques  generales 
des  Eucaryotes 

La  taille  moyenne  des  cellules  eucaryotiques  est 
comprise  entre  10  et  100  pm,  mais  certaines  peu- 
vent  etre  significativement  plus  grandes  et 
atteindre  des  dimensions  de  l'ordre  du  cm  (chez 
certaines  Algues  unicellulaires  ou  de  nombreux 
oeufs,  chez  les  Animaux).  En  termes  de  volumes, 
ces  cellules  sont  done  1  000  a  un  million  de  fois 
plus  grosses  que  les  cellules  procaryotiques  ;  la 
difference  de  complexity  existant  entre  les  deux 
groupes  doit  etre  directement  mise  en  rapport 
avec  cette  simple  observation,  en  raison  des  conse¬ 
quences  physiologiques  qu'elle  implique. 

L'augmentation  considerable  du  volume  moyen 
pose  des  problemes  importants  au  niveau  des 
echanges  entre  cellule  et  milieu,  lies  a  la  diminution 


relative  de  la  surface  cellulaire,  celle-ci  s'accrois- 
sant  evidemment  moins  vite  que  le  volume  corres- 
pondant.  La  diversity  des  fonctions  remplies  par  la 
seule  membrane  cytoplasmique  des  cellules  proca¬ 
ryotiques  :  fonctions  d'echange,  role  energetique, 
etc.,  ne  peut  plus  etre  assume  chez  les  Eucaryotes. 
Par  ailleurs,  l'augmentation  de  volume  du  cyto- 
plasme  tend  a  diminuer  l'efficacite  des  reactions 
enzymatiques  se  deroulant  en  phase  soluble  ;  la 
vitesse  de  ces  reactions  est  en  effet  directement 
fonction  des  concentrations  en  enzymes  et  en  sub- 
strats  (qui  evidemment  varient  en  sens  inverse  du 
volume).  La  resolution  de  cette  difficulty  a  sans 
doute  conduit,  au  cours  de  revolution,  a  la  selec¬ 
tion  de  dispositifs  de  compartimentation  de  l'es- 
pace  cellulaire  par  des  membranes.  Tout  en 
permettant  une  regionalisation  du  metabolisme, 
celles-ci,  par  le  biais  de  leurs  propres  proteines 
constitutives,  peuvent  fonctionner  comme  des  sur¬ 
faces  catalytiques  et  ainsi  compenser  l'augmenta- 
tion  de  taille  des  cellules. 

Les  cellules  eucaryotiques  sont  subdivisees  en 
territoires  limites  par  des  membranes  simples  ou 
doubles,  appeles  organites,  d'ou  une  organisation 
interne  d'une  grande  complexity.  Ces  territoires 
cytoplasmiques,  ou  compartiments,  accomplissent 
des  fonctions  physiologiques  specialisees  ;  ils  ne 
fonctionnent  cependant  pas  d'une  fa^on  isolee  et 
l'integration  tres  poussee  de  leurs  activites  est 
meme  une  caracteristique  de  la  vie.  Parmi  ces 
organites,  le  plus  evident  et  le  plus  anciennement 
connu  est  le  noyau,  qui  renferme  l'essentiel  du 
materiel  genetique  de  la  cellule.  La  separation 
physique  de  l'information  genetique  du  reste  de  la 
cellule  a  des  consequences  importantes  pour  ce 
qui  concerne  son  fonctionnement  ;  nous  verrons 
que  les  deux  etapes  fondamentales  de  son  expres¬ 
sion  (la  transcription  et  la  traduction)  sont  ainsi 
spatialement  et  done  temporellement  dissociees. 

D'autres  organites  bien  delimites,  tels  que  les 
mitochondries  et  les  plastes  (ces  derniers  chez  les 
Vegetaux  et  certains  Protistes,  seulement),  sont 
bien  visibles,  et  avaient  ete  identifies  par  les  pre¬ 
miers  cytologistes.  Leur  fonction  est  liee  au  meta- 
bolisme  energetique  et  aux  conversions  d'une 
forme  d'energie  en  une  autre  au  sein  de  la  cellule 
(respiration,  photosynthese).  Des  structures  mem- 
branaires,  souvent  tres  developpees,  remplissent  le 
cytoplasme  ;  il  s'agit  du  reticulum  endoplasmique 
et  de  l'appareil  de  Golgi,  qui  forment  des  sacs 
unimembranaires  aplatis  dont  les  fonctions  sont 
essentiellement  associees  aux  mecanismes  de 
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secretion  de  proteines  et  de  polysaccharides,  ainsi 
qu'aux  syntheses  de  lipides  membranaires.  Un 
grand  nombre  de  structures  vesiculaires  de  taille 
et  de  morphologie  variees  sont  egalement  rencon- 
trees  dans  ces  cellules  :  il  s'agit  des  lysosomes,  des 
peroxysomes  et  des  endosomes,  impliques  dans 
des  processus  de  digestion  intracellulaire  ou  de 
metabolisme  oxydatif  non  generateur  d'energie. 
Un  compartiment  specifique  du  monde  vegetal  est 
represente  par  la  (ou  les)  vacuole(s),  dont  les  fonc- 
tions  sont  egalement  multiples. 

Le  hyaloplasme  (ou  cytosol),  milieu  dans  lequel 
baignent  les  organites  precedemment  cites,  est 
hautement  structure  par  un  systeme  de  microtu¬ 
bules  et  de  microfilaments,  appele  cytosquelette, 
qui  n'a  pas  d'equivalent  chez  les  Procaryotes  et 
represente  une  difference  fondamentale  entre  les 
deux  groupes.  Celui-ci  a  une  double  fonction  :  il 
est  responsable  de  l'architecture  cellulaire  d'une 
part,  et  des  mouvements  intracellulaires  (affectant 
les  organites  ou  les  chromosomes,  lors  de  la  divi¬ 
sion)  ou  cellulaires  (deplacement  des  cellules  iso¬ 
lees),  d'autre  part.  En  rapport  a  la  fois  avec  ces 
divers  mouvements  de  grande  ampleur  et  avec  la 
richesse  en  structures  membranaires  internes  qui 
les  caracterise,  on  doit  signaler  l'existence,  chez  les 
Eucaryotes,  des  processus  specifiques  d'endocy- 
tose  et  d'exocytose.  Ces  processus,  qui  impliquent 
l'intervention  de  vesicules,  permettent  des 
echanges  de  matiere  dans  les  deux  sens  entre  l'in- 
terieur  et  l'exterieur  de  la  cellule.  La  capacite  d'en- 
docytose,  et  plus  specialement  de  phagocytose 
d'objets  de  grande  taille,  est  sans  doute  fondamen- 
talement  a  l'origine  des  cellules  eucaryotiques 
modernes,  dans  le  cadre  de  la  theorie  de  l'origine 
endosymbiotique  des  mitochondries  et  des 
plastes  (voir  chapitre  16). 


L'organisation  du  materiel  genetique  et  les 
modalites  de  la  division  cellulaire  chez  les 
Eucaryotes  sont  fondamentalement  differentes  de 
celles  des  Procaryotes.  Les  premiers,  dont  l'infor- 
mation  genetique  est  en  moyenne  100  a  1  000  fois 
plus  importante  (en  taille  globale,  mais  pas  en 
nombre  de  genes)  que  celle  des  Procaryotes,  pos- 
sedent  des  chromosomes  lineaires,  souvent  en 
grand  nombre,  visibles  seulement  a  des  stades  pre¬ 
cis  du  cycle  cellulaire.  Apres  duplication  conforme 
de  l'information  genetique  qu'ils  contiennent,  la 
division  cellulaire  permet  leur  separation  en  deux 
lots  identiques  et  leur  repartition  dans  deux  cel- 
lules-filles  grace  a  un  systeme  d'une  grande  com¬ 
plexity  ;  il  s'agit  de  l'appareil  mitotique,  une  des 


composantes  du  cytosquelette,  qui  n'a  pas  d'equi¬ 
valent  chez  les  Bacteries. 

La  tres  grande  majority  des  Eucaryotes  (on 
connait  quelques  exceptions  chez  les  Protistes) 
pratique  le  mode  de  reproduction  sexuee,  qui  est 
caracterise  par  l'existence  d'un  cycle  de  vie  dans 
lequel  existe  une  alternance  de  deux  phases  dis- 
tinctes  dites  haplo'ide  et  diploide.  Ces  phases  sont 
separees  par  deux  evenements  compensateurs  du 
point  de  vue  du  nombre  de  chromosomes  et  de  la 
quantite  d'information  genetique  nucleaire  des 
cellules  correspondantes  :  la  fecondation  et  la 
meiose.  Sans  entrer  dans  les  details,  on  rappelle 
qu'un  tel  mode  de  reproduction  favorise  conside- 
rablement  le  brassage  de  l'information  genetique, 
facteur  certain  devolution  et  d'accroissement  de  la 
complexity  des  organismes.  La  plupart  des  etres 
pluricellulaires  se  developpent  a  partir  d'un  oeuf 
(zygote)  diploide  ;  ils  presentent  a  l'etat  definitif 
(dit  adulte,  chez  les  Animaux)  une  differentiation 
plus  ou  moins  marquee  en  cellules  et  tissus  struc- 
turalement  et  physiologiquement  adaptes  a  des 
fonctions  precises  (chapitre  14). 

Les  cellules  eucaryotiques,  qui  ont  la  capacite  a 
former  des  edifices  pluricellulaires  ordonnes,  pos- 
sedent  de  nombreux  mecanismes  moleculaires  de 
reconnaissance  de  leur  surface,  ainsi  que  divers 
dispositifs  d'accrochage  intercellulaire  n'ayant  evi- 
demment  pas  cours  chez  les  Procaryotes. 

Les  capacites  metaboliques  des  Eucaryotes, 
c'est-a-dire  leur  aptitude  generate  a  utiliser  les 
sources  de  matiere  et  a  extraire  l'energie  du 
milieu,  sont  beaucoup  moins  diversifiees  que 
celles  rencontrees  dans  l'ensemble  des 
Procaryotes  ;  la  respiration  et  la  photosynthese 
sont  en  effet  les  deux  seuls  « types  metaboliques » 
retenus  par  la  tres  grande  majority  d'entre  eux.  La 
complexity  structurale  croissante  de  ces  orga¬ 
nismes  au  cours  de  revolution  semble  s'etre  faite 
au  detriment  de  la  diversity  physiologique,  reser- 
vee  aux  Procaryotes  ;  seuls  quelques  rares 
Protistes  presentent  des  metabolismes  atypiques 
par  rapport  a  cette  norme.  Le  sens  d'une  telle  cor¬ 
relation  inverse,  dans  le  cadre  de  deux  strategies 
evolutives  bien  differentes,  n'est  pas  clair. 

3.1.2.  Cellules  animales.  Organismes  animaux 

L'organisation  typique  des  cellules  animales, 
telle  que  la  decrit  la  microscopie  optique,  est  illus- 
tree  dans  la  figure  2.8.  La  cellule  hepatique  de 
Vertebre  (d'un  diametre  voisin  de  20  |im)  peut  etre 
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retenue  comme  cellule  type,  dans  la  mesure  oil  elle 
renferme  tous  les  organites  caracteristiques,  de 
maniere  equilibree,  a  la  difference  de  certaines  cel¬ 
lules  differenciees,  comme  celles  que  nous  evoque- 
rons  plus  loin.  Ce  schema  devra  evidemment  etre 
complete  par  les  structures  que  seule  la  microsco- 
pie  electronique  permet  d'observer  :  lysosomes, 
peroxysomes,  endosomes,  vesicules  d'endocytose, 
ribosomes,  centrioles. . . 

Les  cellules  animales  possedent  en  outre  plu- 
sieurs  caracteristiques  liees  au  fait  qu'elles  appar- 
tiennent  a  des  organismes  necessairement 
pluricellulaires,  ou  elles  sont  organisees  en  tissus, 
eux-memes  assembles  en  organes  et  appareils.  Ces 
derniers  assurent  des  fonctions  physiologiques 
precises  :  digestion,  respiration,  locomotion,  excre¬ 
tion...  Au  sein  de  certains  tissus,  les  cellules  sont 
etroitement  accrochees  entre  elles  par  des  disposi- 
tifs  cytologiquement  identifiables,  appeles  jonc- 
tions  intercellulaires,  dont  la  fonction  premiere  est 
d'assurer  une  cohesion  mecanique.  Elles  sont  sans 
equivalent  dans  tous  les  autres  groupes  eucaryo- 
tiques.  Certaines  permettent  une  communication 
directe  entre  les  cytoplasmes  et  autorisent  le  pas¬ 
sage  de  petites  molecules  d'une  cellule  a  l'autre. 


Figure  2.8 

Schema  d'une  coupe  de  cellule  animale  typique 
(hepatocyte  de  Mammifere),  observee  en  microscopie 
photonique  apres  coloration 
Les  principaux  organites  sont  identifies, 
c  :  centrosome  ;  g  :  glycogene  ;  gl :  gouttelette  lipidique  ; 
h  :  hyaloplasme  ;  m  :  mitochondries  ;  mp  :  membrane 
plasmique  ;  n  :  noyau  ;  nu  :  nucleole. 

Dans  d'autres  tissus,  les  cellules  ne  sont  pas 
jointives,  et  les  espaces  intercellulaires  sont  remplis 
d'une  substance  chimiquement  complexe  et  haute- 
ment  structuree  resultant  d'une  secretion  par  des 
cellules  specialises  :  il  s'agit  de  la  matrice  extra- 


cellulaire.  Longtemps  considere  comme  amorphe 
et  inerte,  ce  composant  qui  est  parfois  majoritaire 
dans  certains  tissus  remplit  un  grand  nombre  de 
fonctions  inattendues  (voir  chapitre  14). 

Les  cellules  animales  presentent  souvent  des 
morphologies  et  des  organisations  internes  com¬ 
plexes,  en  relation  avec  une  fonction  specialisee  ; 
on  peut  citer,  par  exemple,  les  cellules  nerveuses 
(conduction  a  distance  d'un  signal  electrique),  les 
cellules  musculaires  (contraction),  les  cellules 
secretrices  (production  de  substances  extracellu- 
laires),  les  cellules  en  batonnet  de  la  retine  (recep¬ 
tion  d'un  signal  lumineux),  les  cellules 
epitheliales...  (voir  figure  2.9).  Chez  les  Animaux 
les  plus  complexes,  on  recense  jusqu'a  250  types 
cellulaires  distincts,  reconnaissables  par  leurs  seuls 
traits  structuraux.  Ceci  est  evidemment  en  rapport 
avec  le  mode  de  vie  typique  de  ces  etres,  qui 
implique  la  mobilite  et  une  vie  de  relation  impor- 
tante  et,  pour  les  plus  evolues  d'entre  eux,  une 
homeostasie  rigoureuse  du  milieu  interieur. 


dk 


Figure  2.9 

Epithelium  intestinal  de  mollusque 

Cet  epithelium  prismatique  simple,  a  hautes  cellules, 
porte  des  cils  vibratiles  ancres  dans  le  cytoplasme  par  de 
profondes  racines  ciliaires  (cr).  II  repose  sur  une  fine 
lame  basale  (bm).  Collection  Labo.  BG,  Orsay. 


3.1.3.  Cellules  vegetales.  Organismes  vegetaux 

Les  cellules  des  Vegetaux  different  des  cellules 
animales  par  une  taille  plus  grande  (50  a  250  pm), 
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et  une  forme  generalement  anguleuse  et  geome- 
trique.  Une  cellule  parenchymateuse  de  feuille  de 
Vegetal  vert  peut  etre  retenue  comme  archetype 
(voir  figures  2.10  et  7.19) ;  tous  les  organites  prece- 
demment  signales  dans  la  cellule  animale  (excep¬ 
tion  faite  des  lysosomes  et  des  centrioles)  y  sont 
identifiables.  Elle  presente  par  ailleurs  diverses 
structures  originales  ;  deux  d'entre  elles  sont  com¬ 
munes  a  toutes  les  cellules  vegetales  :  la  paroi  cel- 
lulosique  et  les  vacuoles.  Les  chloroplastes,  en 
revanche,  ne  sont  specifiques  que  des  cellules 
chlorophylliennes,  photosynthetiques  et  auto- 
trophes. 


Figure  2.10 

Schema  d'une  coupe  de  cellules  vegetales  typiques 
(cellules  de  parenchyme  chlorophyllien)  observee 
en  microscopie  photonique,  apres  coloration 
Les  principaux  organites  sont  identifies, 
ch  :  chloroplastes  ;  h  :  hyaloplasme  ;  iv  :  inclusions 
vacuolaires  ;  m  :  mitochondries,  mp  :  membrane  plas- 
mique  ;  n  :  noyau ;  nu  :  nucleole  ;  p  :  paroi ;  v  :  vacuole. 


La  paroi  cellulosique  rigide  est  une  production 
extracellulaire,  doublant  la  membrane  plasmique, 
et  elaboree  par  chaque  cellule  ;  elle  confere  une 
resistance  mecanique  a  la  cellule  et  limite  les  mou- 
vements  d'eau  vers  le  cytoplasme,  lies  a  la  pression 
osmotique  intracellulaire.  La  composition,  l'orga- 
nisation  et  l'epaisseur  de  cette  structure  constituent 
des  elements  de  differentiation  cellulaire  impor- 
tants  dans  l'organisme  vegetal.  La  paroi  peut  etre 
consideree  comme  une  matrice  extracellulaire,  au 
sens  defini  chez  les  Animaux.  La  vacuole  est  une 
cavite  limitee  par  une  membrane  simple,  conte- 
nant  une  solution  d'ions  et  de  molecules  orga- 
niques.  Elle  represente,  dans  certains  tissus,  la  plus 


grande  partie  du  volume  cellulaire,  le  cytoplasme 
etant  reduit  a  une  fine  pellicule  difficilement 
visible  et  collee  contre  la  paroi.  Absente  des  cel¬ 
lules  meristematiques,  la  vacuole  constitue  aussi 
un  element  de  differentiation  structurale  et  phy- 
siologique.  Les  chloroplastes  sont  de  gros  orga¬ 
nites  lenticulaires,  colores  en  vert,  d'un  diametre 
voisin  de  10  pm,  nettement  visibles  dans  les  seules 
cellules  vertes.  On  trouve  cependant  leurs  precur- 
seurs  incolores,  de  petite  taille  et  peu  differencies, 
dans  toutes  les  cellules  du  vegetal.  Divers  types  de 
plastes,  caracterises  par  une  organisation,  une 
composition  et  une  fonction  particulieres,  se  ren- 
contrent  dans  des  tissus  vegetaux  specialises. 

Chez  les  Vegetaux  les  plus  complexes,  ou  une 
vingtaine  de  types  cellulaires  distincts  peuvent 
etre  recenses,  la  differentiation  cellulaire  n'atteint 
pas  l'ampleur  signalee  chez  les  Animaux  ;  de  plus, 
le  degre  de  specialisation  y  est  en  general  beau- 
coup  moins  pousse.  Ceci  est  a  rapprocher  du  fait 
que  les  Plantes,  contrairement  aux  Animaux,  sont 
des  etres  incapables  de  mobility,  fixes  au  sol  et 
s'adaptant  aux  aleas  du  milieu,  sans  possibility  de 
leur  echapper  ;  les  cellules  associees  aux  fonctions 
de  relation  (neurones,  cellules  sensorielles)  echap- 
pent  aux  Vegetaux.  L'evolution  a  ainsi  produit 
chez  ces  derniers  une  palette  tres  diversifiee  de 
mecanismes  adaptatifs.  Enfin,  bien  que  la  paroi 
semble  isoler  toutes  les  cellules  les  unes  des  autres, 
celles-ci  communiquent  entre  elles  au  moyen 
d'une  multitude  de  canalicules  qui  la  traversent. 
L'organisme  vegetal  dans  son  ensemble  represente 
en  realite  un  continuum  cytoplasmique  complet, 
de  la  ratine  jusqu'aux  bourgeons  ;  ce  trait  constitue 
une  grande  originality  par  rapport  aux  Animaux. 

3.1.4.  Champignons 

Leurs  cellules  possedent  une  organisation  typi- 
quement  vegetale,  en  ce  sens  qu'elles  sont  pour- 
vues  d'une  paroi  epaisse  faisant  office  de  squelette 
externe  et  d'une  vacuole  centrale  occupant  un 
volume  important.  Cependant,  comme  les  cellules 
animales,  elles  ne  contiennent  pas  de  plastes  et  ne 
peuvent  pas  realiser  la  photosynthese  ;  leur  mode 
de  vie  est  done,  comme  celles-ci,  necessairement 
heterotrophe.  Les  Champignons  sont  des  orga- 
nismes  osmotrophes.  D'autres  caracteristiques  bio- 
chimiques  les  differencient  en  outre  nettement  des 
Vegetaux  verts  :  leur  paroi  contient  un  polymere 
typiquement  animal  (la  chitine)  et  leurs  reserves 
glucidiques  sont  constituees  de  granules  de  glyco- 
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gene  directement  accumules  dans  le  hyaloplasme 
(comme  dans  les  cellules  hepatiques  des 
Vertebres,  par  exemple),  et  non  pas  d'amidon  (qui 
est  stocke  dans  des  plastes  specialises  chez  les 
organismes  chlorophylliens). 

La  structure  cellulaire  des  Champignons  est 
egalement  originale  et  se  distingue  de  celle  de  tous 
les  autres  Eucaryotes.  Mis  a  part  quelques  especes 
unicellulaires,  telles  que  les  levures  (voir  figure  2.5), 
la  plupart  d'entre  elles  presentent  une  structure 
mycelienne  :  l'appareil  vegetatif  (ou  thalle)  est 
constitue  de  filaments  cylindriques  ramifies, 
enchevetres  et  parfois  anastomoses  (figure  2.11). 
Au  sein  de  ces  filaments,  de  nombreux  noyaux,  en 
general  tres  petits,  peuvent  cohabiter  dans  un 
meme  cytoplasme  ;  ce  type  de  structure  est  quali- 
fie  de  coenocytique  ou  syncytial.  Lorsque  les  fila¬ 
ments  ne  sont  pas  cloisonnes,  on  parle  de 
siphons  ;  lorsqu'il  existe  des  cloisons  transver- 
sales,  souvent  percees  de  pores,  il  s'agit  d'hyphes. 

L'organisation  cellulaire  chez  les  Champignons 
semble  moins  strictement  definie  que  chez  les 


Figure  2.11 

Photographies  de  filaments  myceliens 
d'un  Champignon  cultive  in  vitro 
En  haut  :  vue  generate  des  hyphes  ramifies  ;  en  bas, 
aspect  des  articles  contenant  chacun  plusieurs  noyaux. 


Animaux  ou  les  Vegetaux  verts  car  on  y  trouve 
des  cellules  mono-,  bi-  ou  plurinucleees  (appelees 
articles)  ;  tous  les  intermediaires  existent  done 
entre  la  cellule  vraie,  uninucleee,  et  le  syncytium 
ou  des  milliers  de  noyaux  partagent  un  meme 
cytoplasme.  II  faut  signaler  a  ce  sujet  l'existence 
d'organismes  presentant  une  structure  de  type 
plasmodial  :  il  s'agit  de  fines  masses  cytoplas- 
miques  uniques,  parfois  de  grande  faille  (plus  de 
10  cm  de  diametre),  non  limitees  par  une  paroi 
rigide  (done  molles  et  deformables),  et  contenant 
un  nombre  considerable  de  noyaux.  Les  plas- 
modes  de  Myxomycetes  peuvent  prendre  des 
formes  quelconques  en  s'etalant  sur  le  substrat  et 
en  epousant  ses  reliefs. 

Les  Champignons  se  distinguent  enfin  des 
Vegetaux  verts  par  les  modalites  de  leur  division 
nucleaire  :  appareil  mitotique  different  et  persis- 
tance  de  l'enveloppe  nucleaire  tout  au  long  de  la 
mitose.  Malgre  toutes  ces  particularities,  ils  sont 
parfois  consideres  comme  des  Vegetaux  car  leur 
organisation  generale  et  surtout  leur  mode  de  vie 
et  de  reproduction  les  rapprochent  davantage  des 
organismes  chlorophylliens  que  des  Animaux.  Ils 
constituent,  avec  les  Algues,  l'ensemble  des 
Thallophytes  ;  on  les  oppose  aux  Cormophytes 
qui  possedent  un  appareil  vegetatif  differencie 
avec  tige  et  feuilles  bien  developpees. 


3.1.5.  Protistes 

On  rassemble  sous  ce  terme  tous  les  organismes 
eucaryotiques  unicellulaires  a  l'exception  des 
Champignons  unicellulaires.  Certains  auteurs  y 
ajoutent  quelques  etres  pluricellulaires  d'organisa- 
tion  simple  (Algues)  et  fortement  apparentes  a 
ceux,  composes  d'une  seule  cellule,  qui  represen- 
tent  la  majorite  du  groupe.  Il  s'agit  d'un  ensemble 
tres  heterogene  au  plan  systematique  et  reunissant 
un  nombre  d'embranchements  considerable.  Il 
peut  exister  une  difference  plus  grande  entre  deux 
groupes  de  Protistes  apparemment  voisins 
qu'entre  l'ensemble  des  Animaux  et  celui  des 
Vegetaux  verts  pluricellulaires  ;  la  classification  de 
ces  etres  reste  done  encore  tres  discutee.  Les 
Protistes  se  reproduisent  par  multiplication  vege¬ 
tative  (division  binaire  ou  mitose),  mais  la  plupart 
d'entre  eux  pratiquent  aussi  la  reproduction 
sexuee,  dans  le  cadre  de  cycles  de  vie  d'une 
grande  diversite. 

On  distingue  :  1)  les  Protophytes,  qui  presentent 
les  caracteres  des  cellules  vegetales,  avec  paroi  et 
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plastes,  et  sont  des  etres  chlorophylliens  auto- 
trophes  et  2)  les  Protozoaires,  qui  sont  de  type  ani¬ 
mal,  en  ce  sens  qu'ils  sont  depourvus  de  plastes, 
done  heterotrophes,  et  en  general  mobiles. 

Diverses  formes  possedent  cependant  a  la  fois 
la  motilite  et  l'autotrophie,  de  sorte  que  la  fron- 
tiere  entre  les  deux  groupes  n'est  pas  tres  nette  et 
apparait  souvent  conventionnelle.  Chez  certaines 
especes  (Euglene),  en  fonction  des  conditions  du 
milieu  :  richesse  en  nutriments,  eclairement,  on 
peut  en  outre  observer  un  passage  reversible  de 
l'autotrophie  a  l'heterotrophie,  liee  a  une  evolu¬ 
tion  des  plastes  qui  regressent  ou  se  developpent 
de  fagon  parallele. 

•  Les  Protophytes  manifestent  une  diversity 
morphologique  et  structural  extraordinaire,  qui 
tient  essentiellement  a  trois  facteurs  : 

-  la  presence  d'une  paroi  ou  d'une  enveloppe  qui 
peut  etre  interne  ou  externe,  continue  ou  discon¬ 
tinue  (formee  d'ecailles  juxtaposees  ou  superpo- 
sees),  mineralisee  ou  pas  ;  la  nature  chimique  de 
cette  paroi  est  tres  variable  selon  les  groupes  ; 

-  la  presence  ou  l'absence  d'un  systeme  locomo- 
teur,  constitue  d'un  ou  plusieurs  flagelles  ; 


-  l'organisation  des  plastes  et  la  nature  des  pig¬ 
ments  photosynthetiques  ;  sur  la  base  de  ce  cri- 
tere  fondamental,  les  Protophytes  se  repartissent 
en  fait  dans  tous  les  groupes  d'Algues. 

Quelques  exemples  de  ces  micro-organismes 
sont  donnes  dans  la  figure  2.12. 

•  Les  Protozoaires  presentent  egalement  une 
diversite  considerable  et  constituent  un  groupe 
heterogene  dont  le  decoupage  systematique  est 
encore  sujet  a  discussion.  Par  definition  unicellu- 
laires,  ils  comprennent  aussi  des  formes  plurinu- 
cleees  de  grande  faille  (atteignant  l'echelle  du 
centimetre),  dans  lesquelles  des  dizaines  ou  des 
centaines  de  noyaux  partagent  une  meme  masse  de 
cytoplasme  ;  cette  exception  n'est  que  superficielle 
car  il  existe  a  un  moment  donne  de  leur  cycle  de  vie 
un  stade  unicellulaire  typique.  Les  Protozoaires 
ont  souvent  une  anatomie  d'une  tres  grande  com- 
plexite,  qui  atteint  sans  doute  son  maximum  de 
developpement  dans  le  groupe  des  Cities  ;  ce  sont 
les  cellules  eucaryotiques  les  plus  sophistiquees 
que  l'on  puisse  rencontrer  (voir  figure  2.13). 

Ces  micro-organismes  ne  sont  pas  des  cellules 
banales  ;  ils  possedent  un  nombre  impressionnant 


Figure  2.12 

Aspect  de  quelques  Algues 
unicellulaires  (Protophytes) 
Ces  schemas  n'illustrent 
qu'une  faible  partie 
de  la  diversite  des  formes 
qu'on  peut  y  rencontrer. 

(a)  Pediastrum ; 

(b)  Scejiedesmus ; 

(c)  Vacnolaria ; 

(d)  Micrasterias ; 

(e)  diatomees. 
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Figure  2. IB 


Aspect  de  quelques  Protistes  du  groupe  des  dies 


Ces  schemas  illustrent  la  complexity  de  leur  morphologie  et  de  leur  organisation  interne. 

(a)  Stentor ;  (b)  Paramecie  ;  (c)  Vorticelle. 

b  :  bouche  ;  cc  :  canal  collecteur  ;  cp  :  cytopharynx  ;  cs  :  cytostome  ;  cv  :  cils  vibratiles  ;  fc  :  filament  contractile  ;  ma  : 
macronucleus  ;  mi  :  micronucleus  ;  my  :  myonemes  ;  p  :  peristome  ;  t  :  trichocystes  ;  vc  :  vacuole  contractile  ;  vd  : 
vacuole  digestive. 


de  dispositifs  specialises  leur  permettant  d'avoir 
un  mode  de  vie  autonome,  comparable  a  celui  de 
bien  des  organismes  eucaryotiques  pluricellu- 
laires.  Ils  accomplissent  les  fonctions  physiolo- 
giques  suivantes  : 

-  la  locomotion  est  assuree  par  une  multitude  de 
cils  dont  la  disposition  tres  precise  et  le  fonction- 
nement  parfaitement  coordonne  permettent  une 
nage  rapide.  Certains  cils  sont  parfois  regroupes 
en  veritables  «pattes»  (cirres)  permettant  une 
marche  des  cellules  sur  le  support ; 

-la  nutrition  est  permise  grace  a  une  « bouche » 
munie  de  cils  vibratiles  :  le  cytostome,  au  fond 
de  laquelle  se  ferment  des  vacuoles  de  phagocy- 
tose  a  fonction  digestive  ;  les  residus  non  digeres 
sont  elimines  au  niveau  d'un  cytoprocte.  De 
nombreux  Cilies  phagotrophes  sont  des  preda- 
teurs,  se  nourrissant  d'autres  Protistes  vivants 
ou  de  Bacteries ; 

-  l'excretion  et  l'osmoregulation  sont  assurees 
grace  a  des  systemes  de  canaux  convergeant  vers 
des  vacuoles  contractiles  eliminant  l'eau  absor- 
bee  par  osmose ; 


-  la  sensibilite  aux  facteurs  mecaniques  ou  aux 
variations  physicochimiques  du  milieu  est  per¬ 
mise  grace  a  des  cils  sensoriels  ou  des  systemes 
recepteurs  divers ; 

-la  defense  contre  les  predateurs  est  possible 
grace  a  des  organites  specialises  appeles  tricho¬ 
cystes,  qui  sont  brutalement  projetes  a  distance 
par  la  cellule  agressee,  et  qui  constituent  autant 
de  dards  urticants ; 

-  la  fonction  squelettique  est  assuree  par  un  sys- 
teme  tres  sophistique  de  fibres  cytoplasmiques  et 
de  microtubules  qui  organisent  l'architecture  cel- 
lulaire  (cytosquelette). 

Toutes  ces  fonctions,  assurees  chez  les  etres  plu- 
ricellulaires  par  des  appareils  formes  de  cellules 
differenciees,  mettent  la  plupart  du  temps  en  jeu, 
chez  les  Cilies,  des  elements  du  cytosquelette.  Sur 
la  base  de  criteres  tels  que  le  nombre  de  noyaux,  le 
mode  de  locomotion  (cils,  flagelles,  pseudopodes), 
le  mode  de  reproduction  et  de  division,  le  mode 
de  vie  (libre  ou  parasite),  etc.  on  distingue  actuel- 
lement  huit  embranchements  parmi  les 
Protozoaires.  Les  principaux  groupes  sont  :  les 
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Flagelles,  les  Amibes,  les  Actinopodes  et  les 
Cilies.  De  tres  nombreux  representants  de  ces 
groupes  vivent  en  parasites  chez  les  Animaux 
domestiques  et  1'Homme  et  sont  responsables  de 
maladies  graves  :  amibiases,  toxoplasmoses,  palu- 
disme,  trypanosomiases  (maladie  du  sommeil). 

3.2  Plan  d'organisation  procaryotique 


3.2.1.  C  ARACTERISTIQUES  GENERALES 

DES  ORGANISMES  PROCARYOTIQUES 

Les  organismes  procaryotiques  sont  en  grande 
majorite  unicellulaires,  generalement  de  forme 
spherique  ou  en  batonnets  (voir  figure  2.14).  Les 
plus  complexes  d'entre  eux  presentent  cependant 
une  organisation  filamenteuse  (ou  toutes  les  cel¬ 
lules  sont  identiques,  sauf  exception),  ou  bien  de 
type  pseudomycelien  (avec  des  filaments  «pluri- 
nuclees  »  presentant  des  ramifications,  a  la  maniere 
de  ce  qu'on  observe  chez  les  Champignons).  Les 
cellules  qui  les  constituent  ont  une  taille  moyenne 
comprise  entre  1  et  10  pm,  mais  certaines  d'entre 
elles  atteignent  exceptionnellement  des  tailles  de 
l'ordre  de  0,1  a  1  mm.  On  utilise  souvent  le  terme 
generique  de  Bacteries  pour  designer  les  diffe- 
rentes  especes  de  Procaryotes. 


©  ® 

Figure  2.14 

Morphologie  de  quelques  cellules  bacteriennes  : 
bacilles  et  coques  (x  2  600) 

(a)  Bacillus  megaterium  ;  (b)  Tetracoccus  canadensis  (d'apres 
Robinow). 


Le  plan  d'organisation  cellulaire  est  ici  conside- 
rablement  plus  simple  que  celui  decrit  pour  les 
Eucaryotes.  De  fagon  generate,  les  seules  mem¬ 
branes  rencontrees  dans  ces  cellules  sont  celles  qui 
les  limitent,  ou  bien  des  systemes  membranaires 
internes  qui  en  derivent  et  y  sont  plus  ou  moins 
directement  associes.  L'interieur  de  la  cellule  ne 
presente  done  pas  d'organites  et  de  compartimen- 
tation  poussee  (ce  qui  n'exclut  pas  une  localisation 
preferentielle  de  certaines  enzymes)  ;  en  particu¬ 
lar,  le  patrimoine  genetique  n'est  pas  enferme 
dans  un  systeme  membranaire  clos  et  il  n'existe 
pas  de  « noyau  vrai».  Ceci  entraine  une  continuite 
entre  les  lieux  ou  se  deroulent  les  differentes 
etapes  de  l'expression  de  l'information  genetique  ; 
l'organisation  moleculaire  du  materiel  genetique 
est,  probablement  en  rapport  avec  ce  fait,  tres  dif- 
ferente  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes. 

Les  mouvements  intracellulaires  sont  absents 
dans  les  cellules  procaryotiques,  de  meme  que  les 
processus  d'endo-  et  d'exocytose,  car  il  n'existe 
pas  de  cytosquelette  au  sein  de  leur  cytoplasme. 
Une  caracteristique  remarquable  de  tres  nombreux 
Procaryotes  est  l'existence  d'une  double  mem¬ 
brane  limitante,  la  membrane  cytoplasmique  clas- 
sique  etant  doublee  exterieurement  par  une  autre 
membrane  phospholipidique  typique. 

A  quelques  exceptions  pres,  concernant  des 
Bacteries  parasites  tres  simplifiees,  toutes  les  cel¬ 
lules  procaryotiques  sont  pourvues  d'une  paroi 
rigide  plus  ou  moins  epaisse  ;  celle-ci  assure  un 
role  de  protection  mecanique  qui  est  rendu  neces- 
saire  par  la  pression  osmotique  interne  tres  elevee. 
Le  type  d'organisation  de  la  paroi  et  des  mem¬ 
branes  limitantes  constitue  une  base  importante  de 
la  classification  chez  les  Bacteries  «classiques», 
dites  Eubacteries.  La  motilite  cellulaire  est  genera¬ 
lement  assuree  par  des  flagelles,  a  structure  simple 
et  a  mode  de  fonctionnement  particulier  (rotation), 
qui  sont  fondamentalement  differents  de  ceux 
observes  chez  les  Eucaryotes  ;  certaines  formes 
sont  mobiles  par  glissement  sur  le  support. 

La  division  chez  les  Procaryotes  presente  des 
modalites  tres  simplifiees,  compare  a  ce  que  l'on 
decrit  chez  les  Eucaryotes.  La  duplication  de 
l'unique  chromosome  bacterien  est  coordonnee 
avec  la  croissance,  de  sorte  que  la  division  a  lieu 
immediatement  apres  la  fin  de  cette  duplication. 
Les  deux  chromosomes-freres,  relies  a  la  mem¬ 
brane  plasmique,  sont  separes  par  une  cloison  qui 
partage  la  cellule  initiale  en  deux  ;  ce  type  de  divi¬ 
sion  simple  est  nomme  scissiparite.  Dans  des 
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conditions  favorables  de  temperature  et  de  milieu, 
certaines  especes  comme  Escherichia  coli  se  multi- 
plient  toutes  les  20  minutes.  II  n'existe  pas  chez  les 
Bacteries  de  phenomene  de  sexualite  vraie  ;  des 
echanges  de  materiel  genetique  et  des  pheno- 
menes  de  recombinaison  ont  lieu,  mais  ils  concer- 
nent  chaque  fois  une  faible  proportion  du  materiel 
genetique.  De  plus,  il  ne  s'agit  pas  d'echanges  reci- 
proques  entre  partenaires  car  le  transfert  reste  uni- 
directionnel,  entre  une  cellule  donneuse  et  une 
cellule  receveuse.  Les  Procaryotes  fonctionnent  sur 
le  « mode  haplo'ide »,  ce  qui  les  rend  plus  sensibles 
que  la  plupart  des  Eucaryotes  aux  phenomenes  de 
mutation  et  de  selection  naturelle. 

Au  plan  metabolique,  les  Procaryotes  presen- 
tent  une  diversite  considerable  de  types  tro- 
phiques,  c'est-a-dire  de  modes  de  capture  de  la 
matiere  et  de  l'energie  dans  le  milieu  (voir  cha- 
pitre  1).  Certains  sont  capables  de  fixer  l'azote 
atmospherique  ;  d'autres  peuvent  realiser  la  pho¬ 
tosynthese  a  partir  de  l'eau  ou  de  derives  soufres, 
ou  bien  oxyder  un  grand  nombre  de  composes 
mineraux  et  a  peu  pres  toutes  les  molecules  orga- 
niques  connues.  Ils  tirent  de  l'energie  a  partir  de 
ces  derniers  en  reduisant  l'O,  ou  bien  des  anions 
mineraux  tels  que  N03“  ou  SOy" ;  ce  sont  les  seuls 
etres  vivants  a  pratiquer  les  chimiosyntheses.  Ils 
participent  a  ce  titre  de  fa  con  cruciale  aux  grands 
cycles  des  elements  de  la  biosphere  (cycles  de 
l'azote,  du  soufre,  du  carbone).  Occupant  une 
variete  incomparable  de  niches  ecologiques,  on  les 
rencontre  parfois  dans  des  milieux  physicochi- 
miques  extremes,  ou  ils  sont  les  seuls  a  survivre. 

3.2.2.  Eubacteries 

Ce  sont  les  Procaryotes  les  plus  anciennement 
identifies  par  les  microbiologistes.  Ils  sont  classes, 
depuis  1880,  sur  la  base  du  test  de  coloration  dit 
«de  Gram»  (voir  chapitre  14),  en  deux  grands 
groupes  correspondant  a  deux  types  d'organisa- 
tion  des  enveloppes  limitantes,  comme  l'a  montre 
ulterieurement  la  microscopie  electronique  ;  il 
s'agit  des  bacteries  a  Gram  positif  et  des  bacteries 
a  Gram  negatif. 

•  Les  Bacteries  a  Gram  negatif.  Ce  sont  les  plus 
abondantes,  en  nombre  de  genres  ;  tres  diversi¬ 
fies,  elles  correspondent  sans  doute  a  plusieurs 
phylums  distincts.  Plusieurs  groupes  realisent  la 
photosynthese  (dont  il  existe  d'ailleurs  plusieurs 
modalites)  ou  les  chimiosyntheses  et  sont  auto- 


trophes  ;  certains  d'entre  eux,  capables  de  fixer 
l'azote  atmospherique,  se  classent  parmi  les  etres 
vivants  chimiquement  les  plus  autonomes  de  la 
planete.  Ces  Bacteries  sont  caracterisees  par  la  pre¬ 
sence  de  deux  membranes  phospholipidiques 
limitantes  encadrant  un  espace  nomme  peri- 
plasme,  qui  inclut  une  fine  couche  d'un  complexe 
macromoleculaire  appele  peptidoglycane.  C'est  ce 
dernier  qui  confere  rigidite  et  solidite  a  la  cellule 
bacterienne  ;  sa  composition  et  son  organisation 
complexes  seront  examinees  dans  le  chapitre  14. 

Les  deux  membranes  ont  une  composition  et 
une  structure  tres  differentes.  La  membrane  cyto- 
plasmique  comprend,  parmi  ses  proteines,  de 
nombreux  transporteurs  transmembranaires  de 
metabolites,  ainsi  que  des  complexes  de  transport 
d'electrons  et  de  synthese  d'ATP  (par  couplage 
chimiosmotique  ;  voir  chapitre  10).  La  membrane 
externe  est  percee  de  nombreux  pores,  constitues 
d'une  proteine  nominee  porine,  laissant  passer  des 
molecules  dont  la  masse  moleculaire  va  jusqu'a 
1  500  Da.  Elle  porte,  du  cote  externe,  de  nombreux 
residus  glucidiques  accroches  a  des  lipides  (voir 
figure  2.15). 

Parmi  les  principaux  groupes,  on  peut  citer  : 

-  les  Bacteries  pourpres  et  vertes  photosynthe- 
tiques,  anaerobies,  qui  metabolisent  le  soufre  et 
les  derives  soufres  (sulfobacteries)  et  un  nombre 
encore  plus  eleve  de  Bacteries  apparentees,  aero- 
bies,  ayant  perdu  leur  capacite  photosynthetique 
et  leur  caractere  autotrophe  :  les  bacteries  fixa- 
trices  d'azote  ( Rhizobium ),  les  Enterobacteries 
(Escherichia  coli)  et  les  Myxobacteries,  a  paroi 
mince  et  flexible ; 

-  les  Cyanobacteries,  dont  les  cellules  sont  carac¬ 
terisees  par  une  taille  relativement  grande  et  une 
organisation  interne  plus  complexe  que  les  pre- 
cedentes,  en  raison  de  la  presence  dans  le  hyalo- 
plasme  de  nombreux  thylakoides  (sacs 
membranaires  aplatis  a  role  photosynthetique). 
Elles  realisent  une  photosynthese  oxygenique 
identique  a  celle  des  Vegetaux  superieurs.  Elles 
forment  parfois  des  thalles  gelatineux  macrosco- 
piques  (Nostoc)  (voir  la  figure  2.16). 

•  Les  Bacteries  a  Gram  positif  sont  caracteri¬ 
sees  par  une  enveloppe  comportant  une  seule 
membrane  limitante  :  la  membrane  cytoplasmique, 
doublee  d'une  epaisse  couche  de  peptidoglycane, 
compose  ici  d'un  nombre  important  de  feuillets 
superposes  et  organises  en  un  edifice  tridimen- 
sionnel  covalent  tres  resistant.  Ce  dernier  est  tra¬ 
verse  dans  son  epaisseur  par  des  molecules 
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Bacteries  a  Gram  negatif  Bacteries  a  Gram  positif 

Figure  2.15 

Organisation  de  la  paroi  et  des  membranes  limitantes  des  Bacteries  a  Gram  negatif  (a  gauche)  et  a  Gram  positif  (a  droite) 
Noter  la  presence  d'une  membrane  externe  munie  de  pores  proteiques  (P  =  porine)  et  de  glycolipides  particuliers 
(lipopolysaccharides)  chez  les  Bacteries  a  Gram  negatif. 

Grossissement :  x  190  000. 


specifiques,  appelees  acides  teichoiques  (poly- 
meres  d'alcool-phosphates).  Toutes  les  Bacteries 
de  ce  groupe  sont  heterotrophes  et  repandues 
dans  des  milieux  tres  divers  :  l'eau  et  le  sol,  en  par¬ 
ticular,  en  contiennent  un  grand  nombre  ;  beau- 
coup  sont  des  parasites  des  animaux  et  de 
l'Homme  et  sont  pathogenes  (voir  figure  2.16).  On 
peut  citer  :  les  Bacillus  et  les  Clostridies,  les 
Actinomycetes,  qui  produisent  une  grande  diver- 
site  d'antibiotiques,  et  enfin  les  Mycoplasmes, 
parasites  obligatoires  des  cellules  animales  ou 
vegetales,  qui  sont  des  cellules  sans  paroi  et  tres 
simplifiees  (les  plus  simples  qui  soient,  avec  envi¬ 
ron  750  genes,  soit  quatre  fois  plus  seulement  que 
les  Virus  les  plus  complexes). 


3.2.3.  Archebacteries 


L'identification  de  ce  groupe  tres  original  de 
Procaryotes  date  de  la  fin  des  annees  70  ;  caracteri- 
sees  d'abord  pour  la  plupart  par  des  modes  de  vie 
ou  des  metabolismes  assez  particuliers,  elles  sont 
en  fait  evolutivement  differentes  a  la  fois  des 
Eubacteries  et  des  Eucaryotes.  Des  donnees  biochi- 
miques,  physiologiques  et  moleculaires  tres  nom- 
breuses,  en  font  un  groupe  a  part  des  autres  etres 
vivants.  L'organisation  de  leurs  enveloppes,  leur 


sensibilite  aux  antibiotiques,  les  caracteristiques  de 
leurs  enzymes  intervenant  dans  les  processus 
genetiques  fondamentaux,  leur  metabolisme  pho- 
tosynthetique  ou  chimiosynthetique,  sont  uniques 
ou  bien  partages  a  la  fois  avec  ceux  des  Eubacteries 
ou  des  Eucaryotes.  Un  resume  comparatif  de  leurs 
caracteristiques  sera  donne  dans  le  chapitre  16.  On 
peut  citer  les  groupes  suivants  : 

-  les  Bacteries  methanogenes,  anaerobies  strictes 
et  produisant  du  methane.  On  les  trouve  en  par- 
ticulier  dans  les  eaux  stagnantes  et  dans  le  trac- 
tus  intestinal  de  nombreux  Animaux  ;  elles  sont 
la  principale  source  de  methane  atmospherique. 
La  plupart  des  especes  reduisent  le  C02  a  partir 
de  H2,  ce  qui  en  fait  des  organismes  tout  a  fait 
remarquables ; 

-les  Halobacteries,  qui  sont  des  halophiles 
extremes,  exigeant  des  concentrations  salines 
tres  elevees  (jusqu'a  30  %  de  NaCl),  sont  rencon- 
trees  dans  les  lacs  sales  ou  les  saumures  alimen- 
taires.  Certaines  possedent  un  mecanisme 
original  de  capture  de  la  lumiere,  a  la  base  d'une 
photosynthese  tres  particuliere  (voir  chapitre  6) ; 

-  les  Thermophiles  extremes,  aerobies  ou  anaero¬ 
bies,  qui  vivent  dans  des  conditions  ecologiques 
etonnantes  :  milieux  tres  acides  (jusqu'a  pHl),  a 
des  temperatures  depassant  100  °C.  On  les  trouve 
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Figure  2.16 

Organisation  interne 
de  quelques  types  classiques 
de  cellules  bacteriennes 
De  haut  en  bas  et  de  gauche  a 
droite  : 

-  Bacteries  a  Gram  positif 
(genre  Lactobacillus ; 

Bacterie  lactique) ; 

-  Cyanobacteries 

(genre  Oscillatoria ;  noter 
l'abondance  des  thylakoides 
dans  le  cytoplasme,  ainsi 
que  la  taille  de  ces  cellules, 
exceptionnellement  grande 
pour  des  Procaryotes) ; 

-  Mycoplasmes  (parasites 
intracellulaires  de  type 
Gram  positif ;  noter  l'ab- 
sence  de  paroi). 

Les  zones  claires  d'aspect 
fibrillaire  au  sein 
du  cytoplasme  representent 
le  nucleoide  bacterien. 

Voir  aussi  la  photo  11.22, 
qui  represente  une  cellule 
de  Spirochete. 

(Cliches  Labo  BG  et  Labo  BV, 
Orsay). 


dans  les  sources  chaudes  sulfureuses  volca- 
niques  ou  au  niveau  des  events  sous-marins  des 
dorsales  oceaniques  ;  leur  metabolisme  chimio- 
synthetique  est  d'une  incomparable  diversite. 

Pour  toutes  ces  raisons,  les  Archebacteries  occu- 
pent  une  place  unique  parmi  les  etres  vivants 


actuels  ;  les  classifications  les  plus  recentes  divi- 
sent  done  le  monde  vivant  en  trois  regnes  pri- 
maires  :  les  Archaea,  les  Bacteria  et  les  Eucarya. 
L'origine  evolutive  de  ces  trois  groupes  sera  brie- 
vement  discutee  dans  le  chapitre  16. 
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Resume 


Bien  que  les  premieres  observations  datent  de  la 
fin  du  XVI e,  la  notion  moderne  de  cellule,  qui  uni- 
fie  le  monde  vivant,  est  recente.  Les  Protistes  et  les 
cellules  vegetales  ont  ete  les  premiers  objets  biolo- 
giques  decrits  a  l'echelle  du  microscope.  Les  pro- 
gres  de  ce  dernier,  au  debut  du  XIX e,  conduisent 
en  un  siecle  a  la  description  de  presque  toutes  les 
structures  des  cellules  eucaryotiques.  Les  micro¬ 
scopes  photonique  et  electronique  permettent 
l'observation  en  transmission  d'objets  « transpa¬ 
rents  ».  Le  pouvoir  separateur  du  premier  micro¬ 
scope  est  de  0,25  pm  ;  il  est  ameliore  d'un 
facteur  1000  chez  le  second.  Grace  a  celui-ci,  les 
ultrastructures  cellulaires  et  meme  certaines  mole¬ 
cules  biologiques  deviennent  visibles. 

L'observation  de  cellules  vivantes  est  possible  si 
on  utilise  des  colorants  vitaux  ou  des  dispositifs 
physiques  appropries  ajoutes  au  microscope  pho¬ 
tonique.  De  fa  con  generale,  le  materiel  biologique 
doit  etre  traite  pour  pouvoir  etre  debite  en  coupes 
fines  et  transparentes,  qui  sont  ensuite  colorees. 
Des  protocoles  specifiques  existent  pour  l'histolo- 
gie  classique  ou  electronique.  L'observation  des 
formes  et  des  surfaces  a  l'echelle  des  ultrastruc¬ 
tures  ou  des  molecules  est  possible  grace  a  la  reali¬ 
sation  de  repliques  (cryofracture)  ou  a  la 
microscopie  a  balayage. 

Le  monde  vivant  est  decoupe  en  deux  groupes 
caracterises  par  des  plans  d'organisation  cellulaire 
tres  differents  :  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes. 


Les  premiers  presentent  des  cellules  de  petite  taille 
(1-10  pm),  a  organisation  interne  simple,  depour- 
vues  d'organites  et  protegees  par  une  paroi  plus 
ou  moins  epaisse.  Ce  sont  des  micro-organismes 
presentant  des  metabolismes  d'une  extreme  diver- 
site,  ce  qui  leur  permet  d'occuper  des  niches  ecolo- 
giques  tres  variees  ;  leur  role  dans  les  grands 
cycles  des  elements  sont  fondamentaux.  On  y  dis¬ 
tingue  deux  grands  groupes  :  les  Eubacteries  et  les 
Archebacteries,  qui  different  par  de  nombreux 
caracteres  biochimiques,  moleculaires  et  physiolo- 
giques,  et  sont  aussi  differents  l'un  de  l'autre  qu'ils 
le  sont  eux-memes  des  Eucaryotes. 

Les  Eucaryotes  ont  des  cellules  de  taille  relative- 
ment  grande  (10-100  pm),  dont  l'organisation  est 
rendue  complexe  par  la  presence  de  nombreuses 
structures  membranaires  internes,  appelees  orga- 
nites.  La  richesse  de  leur  materiel  genetique 
conduit  a  produire  des  etres  pluricellulaires  de 
grande  taille,  dont  le  degre  de  differentiation  des 
types  cellulaires  associes  peut  etre  considerable. 

En  fonction  de  divers  criteres  d'organisation  cellu¬ 
laire,  de  physiologie  et  de  biochimie,  on  distingue 
les  Animaux,  les  Vegetaux  et  les  Champignons  ; 
les  Protistes  sont  des  Eucaryotes  unicellulaires 
representant  un  groupe  morphologiquement  et 
evolutivement  tres  heterogene,  dont  les  cellules 
constituent  parfois  a  elles  seules  des  organismes 
tres  complexes. 
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QROC 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  Vadresse  ivwiv.dunod.com. 

1.  De  quelle  epoque  datent  les  premieres  observations  de  cellules  ? 

2.  Comment  definit-on  un  microscope  a  transmission  ? 

3.  Qu'appelle-t-on  «ouverture  numerique»  d'un  objectif  de  microscope  et  comment  peut-on  aisement 
augmenter  sa  valeur  pour  ameliorer  le  pouvoir  separateur  ? 

4.  Quel  est  le  pouvoir  separateur  des  meilleurs  microscopes  photonique  et  electronique  a 
transmission  ? 

5.  Quel  est  le  principe  de  la  microscopie  a  fluorescence  ? 

6.  Qu'appelle-t-on  «profondeur  de  champ  »  ?  en  quoi  consistent  les  «  coupes  optiques»  ? 

7.  Quels  sont  les  principaux  dispositifs  physiques  associes  au  microscope  photonique  ? 

8.  Decrire  les  principales  etapes  d'un  protocole  d'histologie  classique  ou  electronique. 

9.  En  quoi  consistent  les  techniques  de  microscopie  electronique  nominees  :  coloration  negative  et 
ombrage  metallique,  et  que  permettent-elles  de  bien  visualiser  ? 

10.  Quelles  techniques  de  microscopie  electronique  permettent  d'observer  la  surface  des  objets  biolo- 
giques  ? 

11.  Nommer  les  4  grands  groupes  d'etres  vivants  qui  constituent  les  Eucaryotes  et  donner  leurs  princi¬ 
pales  caracteristiques. 

12.  Quels  sont  les  organites,  communs  aux  cellules  animales  et  vegetales,  qui  sont  caracteristiques  des 
Eucaryotes  ? 

13.  Nommer  les  organites  et  les  structures  propres  aux  cellules  vegetales. 

14.  En  quoi  l'organisation  cellulaire  des  Champignons  est-elle  originale  par  rapport  a  celle  des  autres 
Eucaryotes  ? 

15.  Quelles  caracteristiques  distinguent  les  Champignons  des  Vegetaux  verts  ? 

16.  En  quoi  les  Protistes  Cilies  peuvent-ils  etre  consideres  comme  des  organismes  a  part  entiere,  bien 
qu'ils  soient  unicellulaires  ? 

17.  Quelles  caracteristiques  fondamentales  differencient  les  Procaryotes  des  Eucaryotes  ? 

18.  Citer  les  principaux  groupes  d'Eubacteries. 

19.  Quelles  caracteristiques  structurales  permettent  de  differencier  les  Eubacteries  Gram  negatives  des 
Eubacteries  Gram  positives  ? 

20.  Citer  les  principaux  groupes  d'Archebacteries  et  expliquer  pourquoi  certains  groupes  sont  qualifies 
«  d'extremophiles  ». 
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Chapitre  3 


ANALYSE 
DES  CONSTITUANTS 
ET  DU  FONCTIONNEMENT 

DES  CELLULES 


Dans  le  chapitre  precedent,  nous  nous  sommes 
interesses  aux  aspects  purement  statiques  de  l'ana- 
lyse  des  structures  des  cellules,  et  independam- 
ment  de  la  nature  de  leurs  molecules  constitutives. 
La  description  des  organites  qui  a  ete  donnee,  y 
compris  au  moyen  des  techniques  d'observation 
les  plus  perfectionnees,  a  ete  conduite  sans 
qu'aucune  connaissance  chimique  soit  apportee. 
L'objectif  de  ce  chapitre  est  de  montrer  comment 
on  peut  :  1)  localiser  des  molecules  simples  ou 
complexes,  au  niveau  des  differentes  structures 
cellulaires  identifiees  par  la  cytologie,  et  2)  analy¬ 
ser  leurs  transformations  chimiques  ou  leurs 
deplacements  dans  les  cellules,  c'est-a-dire  abor- 
der  le  fonctionnement  et  la  dynamique  de  la 
matiere  vivante. 

Apres  avoir  rappele  les  principales  techniques 
analytiques  utilisees  en  biochimie  et  en  physiolo- 
gie  cellulaire,  nous  decrirons  les  methodes  et  les 
outils  propres  a  cette  derniere  discipline,  qui  per- 
mettent  de  faire  le  lien  entre  les  molecules  et  les 
structures,  puis  entre  les  structures  et  les  fonctions. 
L'approche  cytologique  connait  depuis  quelques 
annees  des  progres  considerables,  de  sorte  qu'il  est 
maintenant  possible  de  detecter  precisement 
n'importe  quelle  macromolecule  specifique  (pro- 
teine  ou  acide  nucleique)  au  sein  des  cellules,  aussi 
bien  a  l'echelle  des  structures  visibles  en  microsco- 
pie  photonique  qu'a  celle  des  ultrastructures. 


isolees  et  purifiees,  est  egalement  accessible  grace 
a  diverses  techniques  de  microscopie  electronique. 

Une  methode  reductionniste,  deja  ancienne 
mais  toujours  d'actualite,  permet  de  « decom¬ 
poser  »  les  cellules  en  leurs  organites  constitutifs  : 
le  fractionnement  cellulaire  fournit  des  systemes 
biologiques  simplifies  et  facilite  beaucoup  leur 
analyse  chimique  et  fonctionnelle.  L'etude  in  vivo 
du  metabolisme  cellulaire  est  conduite  grace  a 
l'utilisation  des  radio-isotopes,  dont  la  sensibilite 
de  detection  est  tres  grande  ;  elle  est  completee  par 
les  techniques  du  fractionnement  cellulaire  qui 
permettent  de  mieux  dissequer  les  voies  metabo- 
liques  au  sein  des  organites  et  des  cellules.  La 
cytologie  permet  aussi  une  approche  fonctionnelle 
dans  la  mesure  ou  existent  des  techniques,  recem- 
ment  renouvelees,  de  visualisation  directe  d'activi- 
tes  enzymatiques  dans  les  cellules. 

Les  cultures  de  cellules  produisent  un  materiel 
biologique  tres  homogene  et  reproductible,  per- 
mettant  l'analyse  de  nombreuses  activites  cellu¬ 
laires.  Grace  aux  methodes  puissantes  de  la 
genetique  :  mutagenese  et  selection  de  mutants  (en 
particulier,  les  mutants  conditionnels),  les  cher- 
cheurs  disposent  de  riches  collections  de  souches 
dont  les  fonctions  les  plus  diverses  sont  alterees  de 
fa  con  ponctuelle  ;  combinee  aux  autres  approches, 
leur  etude  aide  a  comprendre  le  fonctionnement 
des  cellules  normales. 
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Encart  historique 


1.  METHODES  D'ANALYSE 
DES  CONSTITUANTS 
CELLULAIRES 


Ces  methodes  d'analyse  ont  un  double  objectif  : 
1)  etablir,  dans  le  cadre  d'une  recherche  globale, 
un  catalogue  des  molecules  constituant  un  echan- 
tillon  biologique  donne,  independamment  de  leur 
fonction,  et  2)  reperer  dans  une  fraction,  ou  locali- 
ser  dans  une  structure,  une  seule  espece  molecu- 
laire  deja  connue,  dans  le  cadre  d'une  approche 
plus  ciblee,  fonctionnelle  par  exemple.  L'encart 
historique  suivant  donne  les  dates  des  principales 
decouvertes  dans  ce  domaine. 


1.1.  Fractionnement  chimique 


Les  techniques  de  separation  les  plus  anciennes 
et  aussi  les  plus  brutales  consistent,  dans  un  pre¬ 
mier  temps,  a  separer  les  petites  molecules  (orga- 
niques  ou  minerales)  des  macromolecules  ;  ces 
dernieres  presentent  des  proprietes  physicochi- 
miques  specifiques  qui  sont  utilisees  a  cet  effet :  on 
parle  alors  de  fractionnement  chimique. 
Lorsqu'un  extrait  biologique  brut,  tel  qu'un  homo- 
genat,  est  traite  par  un  acide  fort  a  froid,  les 
macromolecules  (en  particulier,  les  proteines)  sont 
denaturees  et  forment  des  precipites  faciles  a  sedi- 
menter  par  centrifugation.  Le  surnageant  contient 
tous  les  precurseurs  organiques  solubles  dans 
l'eau  :  acides  amines,  glucides,  nucleotides,  pro- 
duits  de  degradation...,  ainsi  que  les  ions  mine- 
raux.  La  chaleur,  les  fortes  concentrations  salines, 
certains  composes  chimiques  ou  solvants  produi- 
sent  des  effets  identiques. 

Pour  separer  les  composes  organiques,  on  uti¬ 
lise  aussi  leurs  proprietes  de  solubilite  differen- 
tielle,  en  fonction  de  la  concentration  saline,  du  pH 
du  milieu,  ou  de  differents  solvants...  On  peut 
citer,  par  exemple,  la  precipitation  par  un  alcool, 
en  presence  d'un  sel  concentre,  des  acides 
nucleiques  en  solution  aqueuse.  Dans  ces  condi¬ 
tions,  ceux-ci  sont  neutralises,  deviennent  moins 
solubles  et  floculent  ;  on  les  recupere  ensuite  par 
centrifugation.  Cette  technique  est  tres  utilisee  en 
biologie  moleculaire  pour  purifier  rapidement  les 
ADN  et  les  ARN.  Les  composes  lipidiques  hydro¬ 
phobes  (graisses,  huiles,  phospholipides)  sont 
separes  des  composes  hydrosolubles  par  solubili- 


Principales  techniques  analytiques 
utilisees  en  biologie 

1895-1912  :  mise  en  evidence  des  rayons  X  par 
Roentgen  et  developpement  des  profils  de  dif¬ 
fraction  des  rayons  X  pour  l'analyse  de  cristaux 
mineraux. 

1906  :  invention  par  Tswett  de  la  chromatogra- 
phie  de  partage  sur  colonne  et  separation  des 
pigments  d'un  extrait  organique  de  feuilles. 

1925-1935  :  Svedberg  met  au  point  et  perfec¬ 
tions  la  technique  d'ultracentrifugation  analy- 
tique  pour  determiner  les  constantes  de 
sedimentation  des  proteines  ;  il  estime  la  masse 
moleculaire  de  l'hemoglobine  a  68  000  Da. 

1930  :  utilisation  d'un  isotope  lourd  (15N),  fourni 
sous  forme  d'acide  amine  substitue,  pour 
demontrer  le  renouvellement  tres  rapide  de  la 
matiere  vivante  (turn-over). 

1933  :  mise  au  point  par  Tiselius  de  l'electro¬ 
phorese  en  phase  liquide  pour  la  separation  des 
proteines. 

1934-1941  :  presentation  des  premiers  dia- 
grammes  de  diffraction  des  rayons  X  de  pro¬ 
teines  cristallisees  (pepsine)  et  d'ADN. 

1938-1940  :  utilisation  des  radio-isotopes 
comme  traceurs  pour  l'analyse  du  metabolisme 
intermediate  des  glucides  et  des  lipides. 

1942-1944  :  mise  au  point  de  la  chromatogra- 
phie  de  partage  sur  papier. 

1946  :  mise  au  point  de  la  chromatographie  sur 
colonne  d'amidon  et  sur  resine  echangeuse 
d'ions. 

1948  :  Hogeboom,  Schneider  et  Palade  perfec- 
tionnent  les  methodes  de  la  centrifugation  diffe- 
rentielle  en  vue  du  fractionnement  cellulaire. 

1953  :  publication  de  la  premiere  sequence 
d'acides  amines  d'une  proteine  :  l'insuline,  par 
Sanger  et  son  equipe,  apres  dix  ans  de  travail. 

1955  :  mise  au  point  de  l'electrophorese  sur  gel 
d'amidon  pour  la  separation  des  proteines. 

1959  :  mise  au  point  des  supports  de  polyacryla¬ 
mide  (gels)  pour  l'electrophorese  des  proteines. 

1960  :  publication  des  premieres  structures 
tridimensionnelles  detaillees  de  proteines  (myo- 
globine  et  hemoglobine)  obtenues  a  partir  de 
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diagrammes  de  diffraction  des  rayons  X.  II  fau- 
dra  attendre  encore  quinze  ans  pour  avoir  la 
structure  equivalente  d'un  ARNt. 

1975  :  perfectionnement  des  techniques  d'elec- 
trophorese  des  proteines  et  developpement  de 
l'electrophorese  bidimensionnelle  a  haute  reso¬ 
lution  (O'  Farrell). 

1975-1977 :  developpement  de  techniques  relati- 
vement  simples  permettant  de  sequencer  rapi- 
dement  de  longs  fragments  d'ADN. 

1984  :  mise  au  point  de  l'electrophorese  en 
champ  pulse  permettant  de  separer  de  tres 
grosses  molecules  d'ADN,  y  compris  des  chro¬ 
mosomes  entiers  (par  exemple,  ceux  de  la  levure 
de  biere). 


sation  a  chaud  dans  un  solvant  organique,  tel  que 
le  benzene  ou  l'ether,  suivie  d'une  separation  des 
deux  phases. 

Enfin,  une  methode  plus  resolutive  permet  de 
separer  aisement  les  macromolecules  natives  en 
solution  des  composes  de  faible  masse  moleculaire 
(sels  mineraux  ou  precurseurs  organiques),  par 
une  operation  dite  de  « filtration  sur  gel»,  ou 
tamisage  moleculaire  (voir  plus  loin).  Cette  tech¬ 
nique  consiste  en  une  «chromatographie»  sur 
colonne  utilisant  un  gel  poreux  forme  de  micro- 
billes  de  nature  polysaccharidique  ;  il  s'agit  d'une 
filtration  par  exclusion  car  les  plus  grosses  mole¬ 
cules  sont  eluees  les  premieres  et  done  separees 
des  autres. 


1.2  Techniques  analytiques 

en  biochimie  et  biologie  cellulaire 

1.2.1.  Chromatographie  et  electrophorese 


Les  differentes  especes  chimiques  de  faible 
masse  moleculaire  appartenant  au  groupe  des  pre¬ 
curseurs  peuvent  etre  separees  les  unes  des  autres 
puis  recuperees  individuellement,  grace  a  trois 
techniques  majeures  :  les  chromatographies  de 
partage  et  par  echange  d'ions,  et  l'electrophorese. 
Ces  techniques  utilisent  respectivement  les  pro- 
prietes  de  solubilite  differentielle  des  composes 
dans  des  solvants  ou  des  melanges  de  solvants 
varies  (phase  mobile),  ou  encore  les  differences  de 


charge  electrique.  Elies  permettent  aisement  de 
separer  les  sucres  simples,  les  acides  amines,  les 
acides  organiques  et  les  acides  gras,  les  nucleo¬ 
tides...  La  mise  en  oeuvre  des  diverses  formes  de 
chromatographie  necessite  l'emploi  de  supports 
poreux  (phase  stationnaire)  permettant  le  deplace¬ 
ment  des  molecules  ;  ceux-ci  peuvent  etre  soit  une 
simple  feuille  de  papier  filtre,  soit  une  fine  couche 
de  silice  ou  de  cellulose  coulee  sur  un  support 
plan  (verre,  plastique),  soit  une  masse  pulveru- 
lente  contenue  dans  une  colonne  de  verre  (chro¬ 
matographie  sur  colonne). 

•  Dans  le  cas  de  supports  plans,  la  methode  de 
chromatographie  de  partage  bidimensionnelle 
est  mise  en  oeuvre  et  se  pratique  de  la  fa  con  sui- 
vante  :  on  precede  d'abord  a  une  premiere  chro¬ 
matographie,  dans  un  premier  systeme  de 
solvants  et  portant  sur  un  seul  echantillon  (un  seul 
spot  depose  lateralement,  dans  un  coin  du  sup¬ 
port).  La  plaque  est  ensuite  sechee,  tournee  de  90° 
et  soumise  a  une  deuxieme  migration  dans  un  sys¬ 
teme  de  solvants  different  du  premier,  donnant  un 
autre  type  de  separation.  Apres  cette  nouvelle 
migration,  les  constituants  du  melange  sont  repar¬ 
tis  sur  toute  la  surface  de  la  plaque  et  done  mieux 
separes  qu'apres  une  migration  monodimension- 
nelle  (voir  figure  3.1). 
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Figure  3.1 

Chromatographie  de  partage  bidimensionnelle 
Un  melange  d'acides  amines  issus  de  l'hydrolyse  d'une 
proteine  est  separe  en  deux  dimensions  grace  a  l'utilisa- 
tion  de  deux  melanges  de  solvants  differents.  La  croix,  en 
haut  et  a  gauche,  represente  le  point  de  depot  de  l'echan- 
tillon  analyse.  Le  resultat  de  la  premiere  chromatogra¬ 
phie  (monodimensionnelle)  est  represente  sous  forme  de 
taches  en  pointilles  de  couleur  situees  a  la  verticale  du 
depot. 
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•  La  chromatographie  sur  colonne  dite  HPLC 
(ou  CLHP  :  chromatographie  liquide  a  haute  per¬ 
formance)  est  la  plus  recente  parmi  ces  techniques. 
Utilisant  des  supports  poreux  tres  finement  divi¬ 
ses  et  fortement  compresses,  elle  necessite  un  fonc- 
tionnement  a  des  pressions  elevees  pour  que 
l'ecoulement  soit  suffisamment  rapide.  Bien 
qu'exigeant  un  appareillage  sophistique  et  cou- 
teux,  les  possibility  considerables  de  sensibilite  et 
de  resolution  de  1  'HPLC  en  font  une  methode  ana- 
lytique  et  preparative  d'un  grand  interet.  En  outre, 
elle  permet  aussi  bien  de  separer  des  petites  mole¬ 
cules  que  des  macromolecules. 

•  La  chromatographie  et  l'electrophorese  sont 
aussi  des  methodes  de  separation  privilegiees  des 
macromolecules.  Les  proteines  natives  et  fonction- 
nelles,  extraites  dans  des  conditions  douces,  sont 
separees  en  fonction  de  leur  taille  par  tamisage 
moleculaire  sur  un  support  constitue  de  micro- 
billes  poreuses  (voir  figure  3.2),  ou  bien  en  fonction 
de  leur  charge  electrique,  par  chromatographie  sur 
colonne  echangeuse  d'ions.  La  chromatographie 
d'affinite  est  utilisee  pour  isoler  les  proteines  sus- 
ceptibles  de  lier  un  ligand  specifique  ;  dans  ce  cas, 
le  ligand  purifie  est  chimiquement  accroche  au 
support  poreux  de  la  colonne  et  il  retient  la  seule 
proteine  en  solution  qui  ait  de  l'affinite  pour  lui  au 
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Figure  3.2 

Principe  du  tamisage  moleculaire  sur  un  support 
de  microbilles  poreuses :  chromatographie  d'exclusion 


Les  molecules  les  plus  petites  (colorees)  peuvent  pene- 
trer  au  sein  des  microbilles,  tandis  que  les  plus  grosses 
en  sont  exclues  et  passent  seulement  entre  elles.  Au 
cours  de  l'elution  sur  une  colonne,  la  separation  des 
deux  categories  de  molecules  est  due  a  la  difference  de 
trajet  parcouru,  les  plus  petites  etant  les  plus  ralenties. 


cours  de  l'elution  du  melange  de  proteines  initial. 
Cette  technique  tres  puissante  permet  d'isoler  des 
proteines  minoritaires  difficiles  a  purifier  autre- 
ment  (voir  figure  3.3). 
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Figure  3.3 

Principes  de  la  chromatographie  par  echanges  d'ions 
et  de  la  chromatographie  d'affinite 
A  gauche,  aspect  schematique  des  microbilles  portant 
des  groupements  chimiques  charges  positivement,  aux- 
quels  les  molecules  de  charge  electrique  opposee  ont 
tendance  a  se  fixer  ;  celles-ci  seront  ainsi  retenues  sur  la 
colonne. 

A  droite,  aspect  schematique  des  microbilles  auxquelles 
on  a  greffe  un  ligand  approprie  capable  de  fixer  une 
seule  espece  moleculaire,  qui  sera  ainsi  retenue  sur  la 
colonne. 


•  L'electrophorese  est  une  methode  de  choix 
pour  separer,  en  presence  d'un  champ  electrique, 
les  centaines  ou  les  milliers  d'especes  moleculaires 
de  proteines  et  d'acides  nucleiques  constituant  les 
melanges  naturellement  rencontres  dans  les  cel¬ 
lules.  Dans  le  cas  des  proteines,  on  distingue  l'elec¬ 
trophorese  des  proteines  natives  de  celle  des 
proteines  denaturees  et  separees  en  leurs  polypep¬ 
tides  constitutifs.  La  premiere  methode  est  realisee 
dans  des  conditions  physicochimiques  conservant 
les  proprietes  biologiques  des  molecules  (enzyma- 
tiques,  par  exemple).  Elle  necessite  un  support 
poreux  lache  :  papier,  gel  d'amidon,  qui  permet 
leur  separation  sur  la  base  de  leur  charge  electrique 
(en  fait,  le  rapport  charge/masse)  ;  elle  permet  la 
realisation  de  zymogrammes.  La  seconde  methode 
implique  l'utilisation  de  detergents  ioniques  forts 
(SDS  ;  voir  p.  122),  et  de  composes  reducteurs 
((3-mercaptoethanol),  qui  separent  et  denaturent 
totalement  les  differents  polypeptides  formant  les 
proteines  complexes.  En  se  fixant  aux  polypep¬ 
tides,  le  SDS  leur  confere  une  charge  negative 
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approximativement  proportionnelle  a  leur  masse  ; 
la  separation  s'effectue  sur  un  support  poreux  serre 
(gel  d'agarose  ou  de  polyacrylamide)  qui  separe  les 
molecules  selon  leur  taille,  les  plus  petites  migrant 
le  plus  rapidement  (electrophorese  denaturante). 

•  Sur  la  base  de  ces  principes  a  d'abord  ete 
developpee  1' electrophorese  monodimensionnelle, 
dans  laquelle  les  differents  polypeptides  ou  pro¬ 
teines  sont  separes  en  ligne,  le  long  d'un  seul 
canal  ;  cette  methode  permet  de  distinguer  seule- 
ment  100  a  200  fractions  dans  un  echantillon  qui 
peut  contenir  un  millier  d'especes  moleculaires. 

L'electrophorese  bidimensionnelle  combine 
deux  types  de  migration  conduits  dans  deux 
dimensions  perpendiculaires  l'une  a  l'autre.  La 
premiere  migration  separe  les  proteines  natives  de 
l'echantillon  selon  leur  pH  isoelectrique  (focalisa- 
tion  isoelectrique)  et  la  seconde,  leurs  eventuels 
polypeptides  constitutifs,  selon  la  taille,  apres 
denaturation  par  le  SDS.  De  cette  fagon,  les  diffe¬ 
rents  elements  d'un  melange  sont  repartis  sur  une 
grande  surface,  ce  qui  augmente  considerablement 
la  resolution  de  la  separation  ;  on  peut  ainsi  discer- 
ner  plus  de  1  000  taches  correspondant  chacune  a 
un  polypeptide  (voir  figure  3.4). 


Figure  3.4 

Separation  de  proteines  denaturees  par  electrophorese 
monodimensionnelle  (a  gauche)  et  bidimensionnelle 
(a  droite),  sur  gels  de  polyacrylamide 
Dans  le  premier  cas,  chaque  canal  correspond  a  un 
echantillon  de  proteines  donne,  tandis  que  dans  le 
second,  un  seul  echantillon  est  traite  et  tous  les  polypep¬ 
tides  du  melange  sont  repartis  sur  l'ensemble  du  gel 
(dont  seule  une  partie  est  montree  ici).  Les  differentes 
bandes  ou  spots  sont  visualisees  par  des  colorants  tels 
que  le  bleu  de  Coomassie  ou  le  nitrate  d'argent.  (Cliches 
Labo  BG  et  MVE,  Orsay). 


En  raison  de  leur  organisation  moleculaire  et  de 
leur  charge  negative,  les  acides  nucleiques  lineaires 
sont  directement  separables  en  fonction  de  leur 


taille,  par  electrophorese  sur  un  gel  poreux  serre. 
La  technique  recente  d'electrophorese  en  champ 
pulse  permet  la  separation  de  molecules  d'ADN 
de  tres  grande  taille,  allant  jusqu'a  des  chromo¬ 
somes  eucaryotiques  entiers  ;  les  16  chromosomes 
de  la  levure  de  biere  sont  ainsi  obtenus  individuel- 
lement,  prealable  indispensable  a  leur  cartogra- 
phie  et  a  leur  sequen^age  complets  (voir  figure  3.5). 


kb  1  2  3  kb 


Figure  3.5 

Electrophoreses  monodimensionnelles  d'acides 
nucleiques  sur  gels  de  polyacrylamide 

A  gauche,  separation  d'echantillons  d'ADNmt 
d'Amphibiens  digeres  par  des  enzymes  de  restriction. 

A  droite,  separation  des  16  chromosomes  de  la  levure 
par  electrophorese  en  champ  pulse. 

La  taille  des  differentes  molecules  d'ADN  est  indiquee 
en  kb.  Noter  la  difference  considerable  de  resolution  que 
permettent  ces  deux  techniques  (sens  de  la  migration 
indique  par  la  fleche).  (Cliches  Labo  BG,  Orsay). 


1.2.2.  Ultracentrifugation 

La  separation  de  particules  biologiques  allant 
des  petites  macromolecules  (proteines)  jusqu'aux 
gros  edifices  supramoleculaires  (ribosomes.  Virus) 
peut  etre  obtenue  par  cette  technique.  En  fonction 
du  protocole  mis  en  ceuvre,  celle-ci  conduit  a  sepa- 
rer  les  particules  selon  :  1)  pour  l'essentiel,  leur 
taille  et  leur  forme,  ou  2)  uniquement  leur  densite, 
independamment  de  ces  deux  parametres. 

Les  ultracentrifugeuses  sont  des  machines  tres 
sophistiquees  par  rapport  aux  centrifugeuses  clas- 
siques  ;  leurs  rotors  peuvent  tourner  jusqu'a  pres 
de  80  000  tours  par  minute,  et  ils  fournissent  des 
champs  de  gravite  atteignant  500  000  fois  la  gra- 
vite  terrestre.  Dans  ces  conditions,  et  en  utilisant  la 
technique  dite  de  centrifugation  en  gradient. 
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meme  des  particules  de  tres  petite  taille  et  presen- 
tant  de  tres  faibles  differences  dans  leurs  caracte- 
ristiques  peuvent  etre  separees.  On  distingue  deux 
types  de  protocoles  utilisant  soit  des  gradients  pre¬ 
formes  de  saccharose,  soit  des  gradients  « autofor¬ 
mes  »  de  chlorure  de  cesium  (CsCl). 

•  Dans  la  technique  du  gradient  preforme,  le 
tube  a  centrifuger  contient  une  solution  de  saccha¬ 
rose  ou  de  glycerol  dont  la  concentration  varie  de 
fagon  reguliere  et  decroissante  du  bas  vers  le  haut 
du  tube.  Cette  variation  peut  etre  lineaire  et  conti¬ 
nue  ou  bien  discontinue  et  par  paliers  ;  dans  les 
deux  cas,  la  viscosite  et  la  densite  evoluent  dans  le 
meme  sens  que  la  concentration.  On  depose  a  la 
surface  du  gradient  une  fine  couche  de  l'echantillon 
dont  on  veut  separer  les  constituants  ;  on  centri¬ 
fuge  ensuite  dans  un  rotor  a  godets  mobiles,  qui  se 
mettent  a  l'horizontale  lors  de  sa  rotation,  pour  ne 
pas  perturber  la  geometrie  du  systeme. 

Comme  les  parametres  determinant  la  vitesse 
de  sedimentation  des  particules  contenues  dans 
l'echantillon  evoluent  au  cours  de  leur  descente  le 
long  du  gradient,  celles-ci  se  separent  efficacement 
et  migrent  en  classes  homogenes,  formant  des 
bandes  le  long  du  tube  (centrifugation  dite  parfois 
zonale)  ;  la  separation  est  obtenue  en  une  seule 
etape.  Cependant,  si  la  centrifugation  se  prolonge 
et  si  les  particules  ont  une  densite  superieure  a 
celle  de  toutes  les  couches  de  saccharose,  elles  les 
traverseront  toutes  et  se  sedimenteront  finalement 
au  fond  du  tube.  La  duree  de  l'operation  doit  done 
etre  controlee,  selon  ce  que  l'on  cherche  a  separer. 
La  recolte  du  materiel  se  fait  en  percant  le  fond  du 
tube  et  en  recuperant  goutte  a  goutte  le  gradient 
dans  une  serie  de  tubes  (voir  figure  3.6). 

Cette  technique  a  historiquement  permis  de 
separer  les  ribosomes  entiers  ou  leurs  sous-unites, 
les  divers  ARN  (m,  r,  t),  un  grand  nombre  de  pro- 
teines  ou  de  Virus. . .,  et  de  leur  attribuer  un  coeffi¬ 
cient  de  sedimentation  caracteristique.  Celui-ci  est 
proportionnel  a  la  taille  de  la  particule,  mais  la 
forme  de  cette  derniere  peut  moduler  sa  valeur  ;  il 
est  exprime  en  unites  Svedberg  (S)  et  on  parle  ainsi 
d'ARN  18  S,  28  S,  5  S... 

Cette  methode  s'applique  aussi  aux  organites 
cellulaires  et  complete  efficacement  la  centrifuga¬ 
tion  dite  differentielle,  qui  sera  examinee  plus 
loin.  Cependant,  elle  ne  permet  de  manipuler  que 
de  petits  volumes  de  materiel  biologique,  et  reste 
une  technique  essentiellement  analytique  (par 
opposition  aux  techniques  preparatives). 


Figure  3.6 

Technique  de  centrifugation  dite  du  gradient 
de  vitesse  de  sedimentation, 
dans  laquelle  on  utilise  un  gradient  preforme 
Les  particules  de  l'echantillon,  depose  au  sommet  du 
tube,  sont  separees  en  bandes  selon  leur  vitesse  de  sedi¬ 
mentation.  La  centrifugation  doit  etre  interrompue  avant 
que  les  particules  n'aient  atteint  le  fond  du  tube.  Cer- 
taines  peuvent  cependant  atteindre  une  position  d'equi- 
libre  de  densite  apres  quelque  temps  de  centrifugation. 


•  La  technique  du  gradient  de  densite  a  l'equi- 
libre  utilise  aussi,  dans  le  tube  a  centrifuger,  une 
variation  continue  de  concentration  d'un  compose 
dont  la  densite  decroit  regulierement  du  bas  vers 
le  haut.  La  solution  constituant  ce  gradient  est  a 
base  de  saccharose  (gradient  preforme,  comme 
precedemment),  ou  bien  de  CsCl  (gradient  auto¬ 
forme  ;  voir  plus  loin)  ;  l'echantillon  a  analyser 
peut,  ici  aussi,  etre  depose  a  la  surface  du  liquide. 
Le  principe  est,  dans  ce  type  d'experience,  que  les 
particules  ou  les  especes  moleculaires  se  separent 
sur  la  base  de  leur  seule  densite.  Au  cours  de  la 
centrifugation,  celles-ci  se  sedimentent  jusqu'a 
atteindre  le  niveau  du  gradient  ou  le  liquide  a  exac- 
tement  leur  densite,  et  elles  forment  une  bande. 
Ceci  realise,  elles  ne  bougent  plus  de  cette  position 
d'equilibre,  quelle  que  soit  la  duree  de  la  centrifu¬ 
gation  (voir  figure  3.7).  La  collecte  des  fractions  se 
fait  par  le  bas,  comme  precedemment. 

Si  l'on  centrifuge  tres  fortement  une  solution 
concentree  de  CsCl  (ions  Cs+  et  Cl-),  les  ions  Cs+, 
tres  denses,  ont  tendance  a  se  sedimenter  au  fond 
du  tube  comme  le  font  des  particules  dans  l'eau.  II 
s'etablit  alors  progressivement  un  gradient  de 
concentration  (dit  autoforme),  et  done  un  gradient 
de  densite  (voir  figure  3.7).  Si  l'on  part  d'une  solu¬ 
tion  homogene  de  d  =  1,7,  on  peut  obtenir  en  bas 
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du  tube  une  d  =  1,8,  et  en  haut  du  tube  une  d  =  1,6 
(tous  les  intermediaires  de  concentration  existant 
entre  ces  extremes).  Pour  obtenir  cela,  il  faut  des 
ultracentrifugeuses  fournissant  des  accelerations 
de  plus  de  200  000  g  et  tournant  pendant  plusieurs 
dizaines  d'heures. 


etat  initial 


apres  centrifugation 
a  I’equilibre 


Figure  3.7 

Centrifugation  en  gradient  de  densite  a  I'equilibre 
(gradient  autoforme  de  CsCI) 

L'echantillon  (en  general,  des  acides  nucleiques)  est  au 
depart  dissous  dans  la  solution  de  CsCI  au  sein  de 
laquelle  s'etablit,  au  cours  de  la  centrifugation,  un  gra¬ 
dient  continu  de  concentration  et  de  densite.  Les  mole¬ 
cules  se  separent  en  bandes  selon  leur  seule  densite  et 
restent  ainsi  a  I'equilibre. 


Ce  dernier  type  de  gradient  a  ete  historiquement 
tres  utilise  pour  la  separation  des  molecules 
d'ADN.  En  solution,  celles-ci  ont  une  densite  qui 
est  fonction  de  leur  composition  en  bases  ;  bien 
que  les  differences  de  densite  observees  soient 
infimes,  elles  peuvent  etre  discriminees  par  un 
gradient  de  CsCI.  Apres  centrifugation  d'une  solu¬ 
tion  d'ADN  en  CsCI,  on  obtient  le  long  du  tube 
autant  de  bandes  stables  qu'il  y  a  de  populations 
de  molecules  d'ADN  distinctes  par  leur  densite  de 
flottaison,  independamment  de  leur  taille  (qui 
n'entre  pas  en  ligne  de  compte  dans  la  separation). 
Par  cette  technique,  on  peut  aussi  separer  des 
ADN  dont  les  differences  de  densite  sont  dues  a  la 
presence  d'isotopes  lourds  (ADN  contenant  par 
exemple  du  15N  au  lieu  du  14N  normal ;  voir  plus 
loin).  Ces  methodes  de  centrifugation  analytique 
de  proteines  ou  d'acides  nucleiques,  abondam- 
ment  utilisees  dans  les  annees  60-70,  mais  tres 
lourdes,  ont  ete  supplantees  par  les  techniques 
d'electrophorese,  bien  plus  legeres  et  pratiques  et 
surtout  infiniment  plus  resolutives. 


1.3  Outils  et  techniques  cytologiques 
d'identification  de  molecules  in  situ 


Les  methodes  d'identification  des  structures 
cellulaires,  decrites  dans  le  chapitre  2,  sont  basees 
sur  l'utilisation  de  colorants  qui  s'adsorbent  sur 
celles-ci  de  maniere  plus  ou  moins  elective.  Seules 
des  liaisons  electrostatiques  faibles,  de  type 
ionique  ou  hydrogene,  sont  responsables  de  l'affi- 
nite  entre  colorant  et  structure  cible.  Par  exemple, 
en  simplifiant,  un  colorant  dit  «basique»  se  fixe 
plutot  sur  des  structures  « acides »  ;  on  parle  de 
colorants  acidophiles  ou  basophiles.  Cependant, 
les  structures  et  les  organites  cellulaires  sont  en 
general  constitues  de  plusieurs  categories  de 
macromolecules  ayant  des  proprietes  tres  diverses, 
de  sorte  qu'on  ne  sait  jamais  quelles  molecules 
reagissent,  et  selon  quels  mecanismes,  dans  ce 
genre  de  coloration. 

Des  techniques  et  des  outils  de  plus  en  plus  raf- 
fines  ont  ete  mis  au  point,  qui  permettent  une 
identification  directe  des  constituants  chimiques 
au  niveau  des  structures  cellulaires  en  place,  sur 
des  coupes  ou  dans  des  cellules  entieres  (etudes 
dites  in  situ).  Si  les  methodes  les  plus  anciennes 
permettaient  seulement  de  localiser  des  grands 
groupes  de  macromolecules,  celles  que  l'on 
emploie  a  l'heure  actuelle  concernent  des  especes 
moleculaires  uniques.  L'approche  nominee  cyto- 
chimie,  qui  a  connu  un  developpement  important 
dans  les  annees  60,  a  ete  relayee  par  l'immunocy- 
tochimie  et  une  technique  utilisant  comme  outils 
des  sondes  nucleiques,  grace  auxquelles  n'importe 
quelle  proteine  ou  acide  nucleique  peut  theorique- 
ment  etre  reperee  avec  precision  dans  la  cellule, 
parmi  des  milliers  d'autres. 


1.3.1.  Cytochimie 

Dans  cette  approche,  la  specificite  de  la  reponse 
coloree  est  liee  soit  a  l'utilisation  de  methodes  et 
de  reactions  employees  en  chimie  organique,  soit  a 
l'utilisation  d'enzymes  detruisant  selectivement  le 
compose  recherche.  Dans  le  premier  cas,  on  carac- 
terise  des  groupements  fonctionnels  precis,  pre- 
existants  ou  demasques  par  un  traitement 
approprie,  tels  que  les  fonctions  alcool,  aldehyde 
ou  cetone,  amine...  ;  la  specificite  de  la  detection 
peut  done  ne  pas  tenir  seulement  au  colorant  mais 
aussi  au  traitement  prealable  que  l'on  fait  subir 
aux  preparations.  Dans  le  deuxieme  cas,  ce  n'est 
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pas  la  coloration  qui  est  specifique,  mais  unique- 
ment  le  traitement  qui  elimine  le  compose  etudie. 
Deux  exemples  de  reactions  classiques,  mais 
n'ayant  plus  qu'un  interet  historique,  seront  brie- 
vement  decrites  dans  les  chapitres  7  et  8  ;  il  s'agit 
de  la  reaction  de  Feulgen  (specifique  de  l'ADN), 
et  de  la  reaction  dite  a  TAPS  (mettant  en  evidence 
les  polysaccharides). 

Divers  composes  sont  actuellement  utilises  pour 
localiser  des  especes  macromoleculaires  particu- 
lieres  sur  des  coupes  ou  dans  des  cellules  entieres  ; 
bien  que  ces  substances  se  fixent  sur  leurs  cibles 
par  des  liaisons  faibles,  elles  le  font  avec  avec  une 
haute  affinite  et  une  excellente  specificite.  On  peut 
citer  deux  colorants  des  noyaux,  qui  se  fixent  sur 
l'ADN  et  sont  visibles  par  fluorescence  :  le  BET 
(bromure  d'ethidium)  et  le  DAPI  (diamidino-phe- 
nylindole) ;  le  premier  s'intercale  entre  les  plateaux 
de  bases  et  le  second  se  loge  dans  un  des  sillons 
externes  de  la  molecule.  Le  complexe  forme  par 
l'ADN  et  la  molecule  adsorbee  est  fluorescent 
alors  que  les  deux  partenaires  separes  ne  le  sont 
pas.  De  meme,  le  compose  nomme  calcofluor  per- 
met  de  visualiser  par  fluorescence  la  cellulose 
contenue  dans  la  paroi  des  cellules  vegetales. 

1.3.2.  Lectines 

Ces  composes  sont  largement  utilises  pour 
mettre  en  evidence  des  motifs  glucidiques  de  la 
surface  cellulaire.  II  s'agit  de  proteines  ou  de  gly- 
coproteines  principalement  d'origine  vegetale  et 
extraites  initialement  des  graines  de  legumineuses 
(qui  en  sont  tres  riches)  ;  des  proteines  ayant  des 
proprietes  equivalentes  existent  chez  les  animaux. 
Grace  a  certains  sites  particuliers  de  leur  surface, 
celles-ci  se  lient  avec  une  grande  affinite  a  des 
groupements  glucidiques  specifiques  :  glucose, 
mannose,  galactose,  fucose,  N  acetyl-glucosa¬ 
mine...,  rencontres  au  niveau  des  glycoproteines 
ou  des  proteoglycanes  presents  a  la  surface  des 
cellules.  De  meme  que  les  anticorps  (voir  plus 
loin),  les  lectines  peuvent  etre  marquees  par  des 
fluorochromes  ou  des  molecules  permettant  de  les 
visualiser  aisement  en  microscopie  optique  ou 
electronique  (ferritine,  peroxydase...),  soit  directe- 
ment,  soit  par  le  biais  d'une  reaction  enzymatique. 

Les  lectines  servent  aussi  bien  d'outils  en  cyto- 
logie,  pour  caracteriser  des  proteines  de  surface, 
qu'en  biochimie  pour  les  isoler  et  les  purifier  (en 
tant  que  ligand  dans  une  chromatographie  d' affi¬ 
nite).  La  concanavaline  A  est  la  plus  ancienne- 


ment  connue  de  ces  molecules  qui  ont  en  outre  la 
propriete  d'agglutiner  les  cellules  porteuses  des 
residus  glucidiques  qui  leur  sont  specifiques  (d'ou 
leur  ancien  nom  de  phytohemagglutinines).  Pour 
cette  raison,  les  lectines  sont  largement  utilisees 
dans  la  caracterisation  des  populations  cellulaires, 
en  particulier  les  cellules  sanguines.  On  a  observe, 
a  cette  occasion,  qu'elles  stimulent  la  division  de 
certains  lymphocytes  ;  cette  propriete  est  utilisee 
pour  l'etablissement  des  caryotypes  (voir 
chapitre  12).  Le  role  physiologique  exact  de  la  plu- 
part  de  ces  molecules,  dans  les  cellules  qui  les 
fabriquent,  reste  encore  inconnu. 

1.3.3.  Immunocytochimie 

Cette  technique,  qui  constitue  une  branche  rela- 
tivement  recente  de  la  cytologie  (voir  chapitre  1) 
permet  une  localisation  tres  precise  des  macromo¬ 
lecules,  a  l'echelle  structurale  ou  ultrastructurale. 
Comme  son  nom  le  suggere,  la  methode  utilise 
comme  outils  les  anticorps,  la  specificite  de  la 
reconnaissance  etant  basee  sur  la  reaction  immuni- 
taire  de  formation  des  complexes  antigene /anti¬ 
corps.  On  appelle  antigene  toute  molecule  (en 
general  une  macromolecule  :  proteine,  polysaccha¬ 
ride,  acide  nucleique)  susceptible  de  provoquer, 
lorsqu'on  l'injecte  a  un  Mammifere,  la  production 
dans  son  sang  de  proteines  specifiques  appelees 
anticorps  (famille  des  immunoglobulines).  Les 
antigenes  injectes  sont  reconnus  comme  etrangers 
par  l'organisme  receveur,  qui  declenche  une 
reponse  defensive  au  cours  de  laquelle  les  com¬ 
plexes  antigene/anticorps  seront  elimines  par  voie 
phagocytaire  ( via  des  globules  blancs  particuliers). 
C'est  cette  propriete  unique  de  reconnaissance 
precise  entre  macromolecules  qui  est  utilisee  dans 
la  technique  immunocytochimique. 

Les  etapes  d'obtention  d'un  anticorps  antipro- 
teine,  dit  polyclonal,  utilisable  en  immunocytochi¬ 
mie  sont  les  suivantes : 

-  la  proteine  que  l'on  veut  localiser  doit  etre  tres 
soigneusement  purifiee,  ce  qui  implique  un 
important  travail  biochimique  preliminaire.  La 
technique  des  anticorps  monoclonaux  simplifie 
ce  protocole  en  supprimant  cette  etape  longue  et 
delicate  (voir  chapitre  11) ; 

-  des  injections  repetees  de  la  molecule  antigenique 
a  un  meme  animal  (d'une  espece  differente  de 
celle  qui  a  eventuellement  servi  a  la  fournir)  pro- 
voquent  la  fabrication,  par  ce  dernier,  d'anti- 
corps  que  l'on  peut  recuperer  en  prelevant  le 
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serum  par  saignee.  La  purification  des  immuno- 
globulines  specifiques  de  l'antigene  est  effectuee 
a  partir  de  ce  serum ; 

-  les  anticorps  sont  couples  par  pontage  covalent 
(non  denaturant,  a  l'aide  de  glutaraldehyde,  par 
exemple)  a  des  molecules  qui  serviront  de  mar- 
queurs  permettant  de  les  reperer  facilement ;  on 
parle  alors  de  conjugues.  II  peut  s'agir  :  1)  de 
fluorochromes,  c'est-a-dire  de  substances  qui 
fluorescent  lorsqu'on  les  excite  avec  une  lumiere 
de  longueur  d'onde  appropriee  ;  2)  de  proteines 
enzymatiques  localisables  grace  aux  methodes 
de  la  cytoenzymologie  :  phosphatase,  peroxy- 
dase  ;  3)  de  proteines  de  type  ferritine,  qui  ont  la 
propriete  d'arreter  les  electrons,  en  raison  de 
leur  taille  importante  et  de  la  presence  de  fer  ;  4) 
de  petite  billes  d'or  colloidal,  de  quelques  nano¬ 
metres  de  diametre,  opaques  aux  electrons.  La 
premiere  de  ces  methodes,  nominee  immu¬ 
nofluorescence,  est  utilisee  en  microscopie  pho- 
tonique  seulement ;  les  trois  autres  s'appliquent 
a  la  microscopie  photonique  ou  electronique  (2) 
ou  a  la  microscopie  electronique  seule  (3  et  4). 

Le  materiel  biologique  utilise  est  constitue  de 
coupes  histologiques  ou  de  cellules  entieres,  qui 
sont  mises  en  contact  avec  les  anticorps  marques 
en  solution  dans  un  tampon  adequat.  La  formation 
du  complexe  anticorps/antigene  ne  peut  evidem- 
ment  s'effectuer  que  si  un  contact  physique  est 
possible  entre  les  deux  partenaires.  Ceci  ne  pose 
pas  de  problemes  dans  le  cas  des  coupes  mais 
devient  difficile  avec  des  cellules  entieres,  en  rai¬ 
son  de  la  presence  de  la  membrane  plasmique  et 
de  la  taille  importante  des  complexes  macromole- 
culaires  manipules.  II  est  possible,  bien  que  deli- 
cat,  d'injecter  des  anticorps  marques  dans  des 
cellules  vivantes  et  de  suivre  les  evenements  in 
vivo.  De  fa  con  habituelle,  les  cellules  entieres  prea- 
lablement  fixees  sont  permeabilisees  par  des  deter¬ 
gents  doux  ou  des  solvants  organiques  qui  font 
des  « pores »  dans  la  membrane  plasmique  sans 
detruire  l'organisation  et  les  structures  cellulaires  ; 
ce  traitement  resout  les  problemes  d'accessibilite 
des  anticorps  greffes. 

Lorsque  la  reconnaissance  antigene/anticorps 
marque  a  eu  lieu,  le  materiel  doit  etre  soigneuse- 
ment  lave  pour  eliminer  les  excedents  d'anticorps 
non  fixe  et  eviter  un  signal  non  specifique. 

La  derniere  etape  consiste  dans  la  visualisation 
des  complexes  ainsi  formes  ;  selon  le  type  de  mar- 
quage  des  anticorps,  on  precede  a  une  observation 


ritine  ou  d'or  colloidal,  mais  on  peut  aussi  mettre 
en  oeuvre  sur  les  coupes  la  reaction  enzymatique 
permettant  de  reperer  les  enzymes-marqueurs 
(voir  figure  3.8). 
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Figure  3.8 

Principe  de  I'immunocytochimie  directe 
L'antigene  cible  (triangle  colore),  au  sein  d'une  coupe  ou 
d'une  cellule  entiere  (1),  est  specifiquement  reconnu  par 
l'anticorps  correspondant,  auquel  a  ete  greffe,  selon  les 
cas,  une  enzyme,  de  la  ferritine,  de  l'or  colloidal  ou  un 
fluorochrome  (2).  L'exemple  de  l'immunofluorescence 
(3)  est  illustre  id. 


Cette  technique  deja  ancienne,  utilisant  un  seul 
anticorps  marque,  porte  le  nom  d'immunocytoch- 
imie  directe  ;  une  version  plus  recente  de  ce  proto¬ 
cole,  tout  aussi  specifique,  mais  plus  sensible  : 
I'immunocytochimie  indirecte,  sera  decrite  plus 
loin.  Celle-ci  a  connu  un  developpement  impor¬ 
tant  dans  le  cadre  de  l'etude  des  structures  consti- 
tuant  le  cytosquelette  des  cellules  eucaryotiques. 
La  microscopie  confocale,  qui  permet  l'etude 
d'objets  transparents  epais  et  fournit  cependant 
des  images  en  fluorescence  d'une  exceptionnelle 
lisibilite,  represente  le  dernier  progres  associe  a 
cette  technique  (voir  chapitre  11). 

1.3.4.  Hybridation  in  situ  (sondes  nucleiques) 

De  meme  que  I'immunocytochimie  permet  de 
localiser  des  proteines  au  sein  des  structures  cellu¬ 
laires,  la  technique  dite  d'hybridation  in  situ  per¬ 
met  de  reperer  des  sequences  particulieres  d'acides 
nucleiques  en  place.  Cette  methode  est  basee  sur  la 
propriete  bien  connue,  que  presentent  ces  mole¬ 
cules,  de  reconstituer  des  hybrides  double-brins 
stables,  apres  avoir  subi  une  denaturation  prea¬ 
mble.  Lorsque  l'on  dispose  d'une  sequence  donnee 
d'ADN  ou  d'ARN  en  quantite  suffisante,  on  peut 
utiliser  celle-ci  comme  sonde  pour  mettre  en  evi- 
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dence  une  sequence  homologue  dans  une  struc¬ 
ture,  de  la  meme  fa  con  que  les  biologistes  molecu- 
laires  detectent  des  sequences  sur  des  filtres 
resultant  du  transfert  de  gels  d'electrophorese.  Les 
sondes  simple-brin  sont  marquees  in  vitro  soit 
radioactivement,  soit  chimiquement,  par  des  pro¬ 
tocoles  appropries  ;  il  existe  des  sondes  dites 
«froides»,  detectables  de  differentes  manieres,  y 
compris  immunologiquement. 

L'ADN  ou  l'ARN  cibles  etant  inclus  dans  les 
cellules  entieres  fixees,  dans  des  coupes  ou  des 
ecrasements,  ils  doivent  d'abord  etre  rendus  acces- 
sibles  a  la  sonde  par  permeabilisation  ou  proteo- 
lyse  menagees.  Apres  denaturation  in  situ,  dans  le 
cas  de  l'ADN,  la  sonde  marquee  est  mise  en 
contact  avec  la  cible  simple-brin  dans  des  condi¬ 
tions  oil  les  hybrides  peuvent  se  reconstituer. 
Apres  de  nombreux  ringages  destines  a  eliminer 
les  molecules  simple-brin  appariees  de  maniere 
peu  specifique,  la  visualisation  des  hybrides  obte- 
nus  est  effectuee,  soit  par  autoradiographie,  soit 
par  la  methode  de  coloration  propre  a  chaque 
sonde  froide  (voir  figure  3.9).  Lorsque  la  sonde  est 
marquee  par  un  fluorochrome  et  que  les  hybrides 
sont  detectes  par  fluorescence,  la  technique  porte 
le  nom  de  FISH  (« fluorescence  in  situ  hybridi¬ 
zation »).  Cette  technique  puissante  conduit  a  loca- 
liser  aussi  bien  des  ARN  specifiques  dans  le 
cytoplasme  que  des  genes  le  long  des  chromo¬ 
somes.  Elle  est  particulierement  adaptee  a  l'etude 
de  l'expression  differentielle  des  genes  dans  les  tis- 
sus  et  elle  offre  a  ce  titre  des  applications  tres  inte- 
ressantes  dans  le  domaine  du  developpement 
embryonnaire. 


1.4,  Fractionnement  cellulaire 
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Figure  3.9 

Principe  de  I'hybridation  in  situ 
L'acide  nucleique  cible  (ici  un  ADN  denature)  au  sein 
d'une  cellule  entiere,  d'une  coupe  ou  d'un  ecrasement 
(1),  est  reconnu  par  une  sonde  complementaire  simple- 
brin  marquee  radioactivement  ou  chimiquement  (2).  La 
detection  des  hybrides  stables  (3)  utilise  respectivement 
l'autoradiographie  ou  bien  des  techniques  specifiques 
des  sondes  dites  «froides». 


identification  des  molecules  propres  aux  organites, 
qu'a  celui  de  l'etude  des  fonctions  qu'ils  assurent. 
Ces  fonctions  peuvent  alors  etre  analysees  in  vitro 
de  fa  con  plus  simple  que  lorsque  les  organites  font 
partie  de  l'ensemble  hautement  integre  que  repre¬ 
sente  la  cellule,  sachant  que  cette  dimension  devra 
tout  de  meme  etre  finalement  retrouvee. 

Cette  technique  s'applique  a  des  populations 
cellulaires  aussi  homogenes  que  possible  :  tissus 
animaux  ou  vegetaux  (foie,  muscle,  feuilles...), 
cultures  de  cellules  ou  de  micro-organismes...  Elle 
implique  deux  etapes  :  le  broyage  des  cellules,  ou 
homogeneisation,  qui  dissocie  les  organites  et  les 
suspend  dans  un  milieu  approprie,  et  la  separation 
des  organites  en  fractions  pures,  au  moyen  de 
centrifugations. 


Depuis  les  travaux  de  Claude  (au  cours  des 
annees  1940),  il  existe  une  approche  qui  combine 
les  avantages  de  l'analyse  biochimique  et  les  exi¬ 
gences  d'une  biologie  cellulaire  soucieuse  des 
structures,  ne  considerant  pas  les  cellules  eucaryo- 
tiques  comme  de  simples  sacs  d'enzymes.  Le  frac¬ 
tionnement  cellulaire  vise,  apres  avoir  detruit  la 
membrane  cytoplasmique  et  desorganise  la  cellule 
de  facon  suffisamment  douce,  a  separer  les  orga¬ 
nites  les  uns  des  autres  et  a  les  obtenir  aussi  purs 
que  possible  dans  des  tubes  a  essais  distincts. 
Cette  technique  ouvre  des  possibilities  experimen- 
tales  considerables,  tant  au  plan  de  la  biochimie  : 


1.4.1.  Homogeneisation 

Cette  premiere  etape,  qui  conduit  a  un  homoge- 
nat,  doit  conserver  autant  que  possible  l'integrite 
structural,  biochimique  et  physiologique  des 
organites  des  cellules  etudiees.  Les  deteriorations 
pouvant  survenir  au  cours  du  broyage  sont 
d'ordre  mecanique,  chimique  ou  osmotique  ;  les 
milieux  et  les  methodes  de  broyage  doivent  en 
tenir  compte.  Les  methodes  d'homogeneisation 
sont  de  type  :  1)  mecanique  :  pistons  et  cylindres 
plus  ou  moins  serres,  ou  mixers,  2)  physique  : 
hautes  pressions  ou  ultra-sons,  ou  3)  chimique  : 


56  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


destruction  des  membranes  par  des  detergents  et 
des  parois  (cas  des  cellules  vegetales  ou  des  bacte- 
ries)  par  des  enzymes  appropriees  (cellulases, 
lysozyme...). 

Les  milieux  de  broyage  repondent  a  des  exi¬ 
gences  chimiques  et  osmotiques  :  leur  pH  est 
neutre  et  leur  composition  ionique  aussi  voisine 
que  possible  de  celle  du  cytoplasme.  Ils  sont  en 
outre  tamponnes,  car  la  destruction  de  la  structure 
cellulaire  peut  conduire  a  la  liberation  de  produits 
ou  a  des  reactions  chimiques  artefactuelles,  sus- 
ceptibles  de  faire  varier  le  pH  de  l'homogenat.  Ils 
sont  enfin  osmotiquement  equilibres  car  de  nom- 
breux  organites  ou  vesicules  se  comportent 
comme  des  «sacs»  sensibles  a  la  pression  osmo- 
tique  du  milieu  aqueux  environnant ;  leur  volume 
doit  rester  constant  au  cours  de  l'experience,  ce 
qui  semble  etre  une  garantie  de  leur  integrite.  On 
considere  qu'une  solution  de  saccharose  0,25  M  est 
isotonique  vis-a-vis  de  la  plupart  des  organites. 

Selon  la  categorie  d'organites  que  l'on  cherche  a 
purifier,  la  nature  et  la  concentration  des  ions 
contenus  dans  le  milieu  varient  car  elles  determi- 
nent  de  fa  con  importante  la  structure  et  les  pro- 
prietes  physiologiques  des  organites  isoles.  II 
n'existe  pas  de  milieu  general  d'homogeneisation  ; 
chaque  type  d'organite  exige  un  protocole  speci- 
fique  etabli  apres  de  nombreux  tatonnements,  et 
qui  differe  selon  l'etude  envisagee.  Les  conditions 
generates  du  broyage  doivent  enfin  limiter  les 
degradations  enzymatiques  liees,  par  exemple,  a  la 
destruction  de  certains  organites  tels  que  les  lyso- 
somes,  qui  liberent  alors  des  hydrolases,  ou  les 
phenomenes  d'oxydation  par  voie  enzymatique, 
particulierement  chez  les  Vegetaux,  riches  en  phe¬ 
nols.  Le  broyage,  ainsi  que  les  operations  sui- 
vantes,  sont  done  effectues  a  basse  temperature 
(0-4  °C),  et  le  plus  rapidement  possible. 


1.4.2.  Separation  des  differentes  categories 
d'organites  et  structures  cellulaires 


Les  differentes  classes  d'organites  se  distinguent 
par  leur  taille,  leur  forme  et  leur  densite  ;  les  varia¬ 
tions  des  deux  premiers  parametres  peuvent  etre 
tres  grandes  (les  noyaux  atteignent  10  pm  de  dia- 
metre  tandis  que  les  ribosomes  mesurent  15- 
20  nm)  alors  que  celles  relatives  a  la  densite  restent 
faibles  (de  1,1  environ  pour  les  mitochondries,  les 
lysosomes  ou  les  peroxysomes,  a  1,6  pour  les  ribo¬ 


somes).  Dans  le  champ  de  gravite  terrestre,  ces 
organites  ou  structures  restent  spontanement  en 
suspension  au  sein  de  l'homogenat  et  on  n'obtient 
aucune  separation  en  fractions  distinctes. 

Si  l'on  augmente  artificiellement  la  valeur  de  ce 
champ  par  centrifugation,  ces  particules  se  sedi- 
mentent  avec  une  vitesse  accrue  et  differente  selon 
leurs  caracteristiques  hydrodynamiques,  de  sorte 
que  l'on  peut  fractionner  l'homogenat.  Le  principal 
parametre  determinant  la  vitesse  de  sedimentation 
est  la  masse,  de  sorte  que  les  particules  les  plus 
grosses  et  les  plus  denses  de  l'homogenat  forment 
le  premier  sediment  (ou  culot)  rassemble  au  fond 
du  tube  a  centrifuger,  le  liquide  surnageant  conte- 
nant  les  plus  petites  et  les  plus  legeres.  Le  surna- 
geant  et  le  culot  sont  separes  par  decantation  ;  ce 
dernier  peut  etre  resuspendu  dans  un  nouveau 
milieu,  tandis  que  le  surnageant  peut  etre  soumis 
a  une  autre  centrifugation  qui  sedimentera  les  par¬ 
ticules  encore  en  suspension. 

Encart  technique 

La  centrifugation  differentielle 

Grace  a  une  serie  de  centrifugations  de  plus  en 
plus  longues  et  donnant  des  champs  de  gravite 
de  plus  en  plus  eleves,  on  fractionne  l'extrait 
initial  en  une  serie  de  culots  et  de  surnageants. 
On  a  determine  de  fa  con  empirique  les  durees 
et  les  valeurs  des  champs  (e'est-a-dire  les 
vitesses  de  rotation,  pour  un  rotor  donne)  de 
fagon  a  separer  les  principales  categories 
d'organites.  Schematiquement,  on  peut  donner 
les  ordres  de  grandeur  suivants  pour  un  proto¬ 
cole  de  fractionnement  cellulaire  de  tissu  ani¬ 
mal  (voir  figure  3.10)  ;  conditions  pour  obtenir, 
sous  forme  de  culot : 

-  gros  debris  et  cellules  entieres  :  5  minutes  a 

100  g; 

-  noyaux  :  10  minutes  a  1  000  g  ; 

-  mitochondries  et  lysosomes  :  15  minutes  a 

10  000  g ; 

-  debris  membranaires  et  microsomes  :  1  heure 

a  100  000  g ; 

-  ribosomes  :  10  heures  a  100  000  g. 


Grace  a  cette  methode,  on  peut  obtenir  rapide¬ 
ment  des  fractions  relativement  pures  d'organites 
en  quantites  importantes  ;  on  parle  de  technique 
preparative.  II  faut  cependant  noter  que  les  sedi- 
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Figure  3.10 

Protocole  de  fractionnement  cellulaire  par  centrifugation  differentielle 

L'homogenat  initial  obtenu  a  partir  d'un  fragment  de  tissu  (1  a  3)  est  fractionne,  par  4  centrifugations  de  plus  en  plus 
fortes,  en  une  serie  de  4  sediments  contenant  des  organites  ou  des  particules  de  masse  de  plus  en  plus  faible,  et  un  sur- 
nageant  final  a  partir  duquel  plus  rien  ne  peut  etre  sedimente.  Les  microsomes  (culot  3)  sont  de  petites  vesicules  pro- 
venant  de  la  fragmentation  de  certains  systemes  membranaires  de  la  cellule  au  cours  de  l'homogeneisation. 


merits  obtenus  ne  sont  pas  parfaitement  purs 
d'emblee  car  ils  sont  toujours  contamines  par  des 
elements  appartenant  au  surnageant ;  on  doit  done 
«laver»  les  culots,  soit  en  les  resuspendant  dans 


un  milieu  neuf  et  en  les  recentrifugeant  plusieurs 
fois,  soit  en  les  soumettant  a  un  gradient  de  sac¬ 
charose  qui  donne,  en  une  seule  etape,  des  frac¬ 
tions  d'une  grande  purete  (voir  plus  haut). 
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1.4.3.  Problemes  rencontres  au  COURS  DU  FRAC- 

TIONNEMENT  CELLULAIRE 

La  mise  en  oeuvre  de  ces  experiences  presente 
quelques  difficultes  et  les  resultats  obtenus  doivent 
etre  controles  et  confirmes  par  des  approches 
convergentes.  La  methode  decrite  est  tres  efficace 
pour  des  organites  compacts,  globulaires  ou  vesi- 
culaires  :  noyaux,  chloroplastes,  mitochondries... 
En  revanche,  des  structures  membranaires  dont  la 
geometrie  est  complexe,  telles  que  le  reticulum 
endoplasmique  ou  l'appareil  de  Golgi,  sont  evi- 
demment  difficiles  a  isoler  dans  de  bonnes  condi¬ 
tions.  De  fait,  toutes  ces  membranes  sont  dechirees 
lors  de  l'homogeneisation  et  leurs  lambeaux  se 
referment  spontanement  sur  eux-memes  pour 
donner  de  minuscules  vesicules  nominees  micro- 
somes.  Ces  derniers  sont  recuperes  par  centrifuga¬ 
tion  d'un  surnageant  post-mitochondrial  et 
separes  en  plusieurs  categories  (microsomes  lisses 
et  rugueux)  sur  gradient  de  saccharose  (voir  cha- 
pitre  9). 

Apres  de  nombreux  tatonnements,  on  a  cepen- 
dant  pu  isoler  des  structures  «sophistiquees» 
comme  des  bordures  en  brosse  d'enterocytes,  des 
dictyosomes  golgiens,  des  infraciliatures  de  cel¬ 
lules  ciliees...  Par  ailleurs,  certains  organites  sedi- 
mentent  a  des  vitesses  tellement  voisines  qu'ils 
sont  tres  difficiles  a  separer  en  une  seule 
operation  :  c'est  le  cas  des  mitochondries,  des  lyso- 
somes  et  des  peroxysomes,  dont  l'identite  enzyma- 
tique  n'a  pas  ete  aisee  a  etablir.  II  faut  alors 
combiner  judicieusement  les  centrifugations  diffe- 
rentielles  et  en  gradient  de  saccharose. 

Les  organites  isoles  par  ces  techniques  doivent 
au  minimum  conserver  l'aspect  et  la  taille  vus  sur  le 
vivant,  toute  modification  de  structure  relevant 
vraisemblablement  de  l'artefact.  Ceci  justifie  des 
controles  cytologiques  constants  au  cours  de  la 
mise  au  point  d'un  protocole  particulier  de  frac- 
tionnement  cellulaire.  Mais  a  cote  des  artefacts  de 
type  structural,  il  en  existe  d'ordre  physiologique, 
qui  sont  plus  difficiles  a  deceler  :  tout  organite 
separe  de  son  contexte  modifie  presque  inevitable- 
ment  son  metabolisme.  Tres  souvent  aussi,  des 
organites  endommages  au  cours  de  l'homogenei¬ 
sation  perdent  des  enzymes  qui  peuvent  aller 
s'adsorber  sur  d'autres,  les  «contaminer»  et  ainsi 
modifier  leurs  proprietes. 

Lorsqu'une  fraction  est  obtenue,  son  degre  de 
purete  doit  etre  verifie  ;  ce  controle  est  cytologique 
ou  physiologique.  En  raison  de  la  taille  des  struc¬ 
tures  analysees,  la  microscopie  electronique  est 


souvent  la  seule  methode  fiable.  Quand  la  connais- 
sance  du  type  cellulaire  est  assez  poussee,  des 
controles  biochimiques  sont  possibles  ;  certains 
organites  sont  en  effet  caracterises  par  des  activites 
enzymatiques  specifiques,  qui  servent  de  mar- 
queurs  d'identite.  Ainsi,  la  succinodeshydroge- 
nase  est  un  marqueur  des  mitochondries,  comme 
diverses  glycosidases  sont  des  marqueurs  des  sac¬ 
cules  golgiens,  ou  certaines  phosphatases  acides, 
des  lysosomes.  On  peut  alors  estimer  le  degre  de 
contamination  d'une  fraction  par  un  simple  dosage 
(voir  chapitre  7). 

1.5  Observation  directe  des  macromolecules 
et  des  edifices  supramoleculaires 

Elle  est  possible  grace  a  la  mise  en  ceuvre  de 
deux  techniques  :  la  coloration  negative  et 
l'ombrage  metallique,  qui  s'appliquent  a  des 
objets  de  petites  dimensions  et  de  forme  relative- 
ment  simple,  tels  que  des  elements  cellulaires  iso¬ 
les  :  organites,  fragments  d'organites.  Virus  ou 
bien  molecules.  La  premiere  permet  de  voir,  en 
microscopie  electronique  a  transmission,  de  tres 
fins  details  que  les  coupes  ne  parviennent  pas  a 
visualiser,  en  particulier  dans  le  cas  des  structures 
fibreuses  (flagelles  bacteriens,  microtubules,  mole¬ 
cules  de  collagene...).  Le  principe  de  l'ombrage 
metallique  est  un  peu  different  et  les  images  obte- 
nues  sont  sensiblement  plus  empatees  que  dans  le 
cas  precedent.  II  permet,  en  particulier,  de  visuali¬ 
ser  simplement  les  molecules  d'acides  nucleiques  ; 
il  constitue  egalement  une  etape  dans  le  protocole 
de  cryofracture  (voir  chapitre  5).  La  microscopie 
dite  a  effet  tunnel  constitue  la  derniere  nee  de  ces 
techniques  de  visualisation  de  molecules,  mais  ses 
applications  en  biologie  restent  encore  modestes. 

1.5.1.  Coloration  negative 

Le  principe  de  la  methode  est  simple.  Les  parti- 
cules  a  observer  sont  mises  en  suspension  dans  un 
compose,  ou  « colorant »,  en  solution  aqueuse,  et 
ayant  les  proprietes  suivantes  :  1)  grande  solubi- 
lite,  afin  d'obtenir  une  concentration  elevee,  2) 
opacite  aux  electrons  une  fois  l'eau  evaporee,  3) 
absence  de  formation  de  cristaux  au  sechage 
(structure  amorphe),  et  4)  stabilite  au  bombarde- 
ment  electronique. 

On  utilise  en  general  l'acide  phosphotungstique 
dissous  dans  l'eau  ;  les  particules  suspendues  dans 
cette  solution  sont  deposees  sur  des  grilles  de 
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cuivre  prealablement  recouvertes  d'un  fin  film  de 
carbone,  puis  mises  a  secher.  Le  «  colorant »  s'accu- 
mule  autour  des  particules,  creant  une  couche 
opaque  aux  electrons  ;  on  obtient  ainsi  une  colora¬ 
tion  de  fond  sur  laquelle  les  objets  a  observer  (si 
possible  disposes  en  une  couche  monop articulaire) 
se  detachent  en  clair.  De  tres  forts  grandissements 
sont  autorises,  de  sorte  que  l'on  voit  meme  aise- 
ment  la  forme  des  molecules  de  proteines  avec 
cette  methode.  C'est  une  technique  de  mise  en 
oeuvre  rapide  et  facile,  particulierement  utilisee 
par  les  virologistes  (voir  figure  3.11  et  chapitre  15). 


1.5.2.  Ombrage  metallique 

Les  molecules  ou  les  particules,  dissoutes  ou 
suspendues  dans  l'eau,  sont  directement  etalees  a 
la  surface  d'une  grille  carbonee  pour  la  microsco¬ 
pic  electronique.  Le  leger  relief  presente  par  ces 
particules  apres  evaporation  de  l'eau  est  artificiel- 
lement  accentue  par  vaporisation  d'une  tres  fine 
couche  metallique  (or  ou  platine),  a  la  surface  de  la 
preparation.  L'operation  se  deroule  dans  une 
cloche  ou  un  vide  pousse  a  ete  fait  ;  la  projection 
de  metal  est  realisee  sous  un  angle  assez  incline 


depot  d’acide 
phosphotungstique 


Apres  evaporation  du  solvant  contenant  le  « colorant »  et 
accumulation  de  ce  dernier  autour  des  particules  ou  des 
cellules  deposees  sur  une  membrane-support,  on  obtient 
un  effet  de  halo  permettant  de  voir  ces  particules  en 
negatif,  en  microscopie  electronique. 

(D'apres  A.  Berkaloff  et  al. ;  Biologie  et  physiologie  cellu- 
laire,  Hermann). 


Figure  3.12 

Principe  de  I'ombrage  metallique 
Apres  evaporation  du  solvant  contenant  les  particules 
ou  les  cellules  en  suspension,  celles-ci  sont  deposees  sur 
une  membrane-support.  On  precede  ensuite  a  une  ope¬ 
ration  de  vaporisation  metallique  laterale  sous  vide  ; 
celle-ci  conduit  a  une  accumulation  localisee  de  metal 
qui  creera  un  effet  «  d'ombre  portee  »  lors  de  l'examen  en 
microscopie  electronique. 
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par  rapport  au  plan  de  la  grille.  Comme  pour  la 
coloration  negative,  le  metal  depose  autour  des 
objets  fait  obstacle  aux  electrons  et  on  a  une  vision 
directe  « en  negatif »  ;  on  observe  en  fait  une  ombre 
portee  de  l'objet,  ce  qui  augmente  la  sensation  de 
relief  (voir  figure  3.12).  Cette  technique  s'est  averee 
indispensable  pour  la  visualisation  des  ADN  et 
des  ARN  (voir  figures  4.18  et  15.1)  ;  elle  est  egale- 
ment  utilisee  dans  l'etude  des  surfaces  (cryofrac- 
ture). 


possible,  et  nous  ne  pas  parlerons  done  pas  ici  des 
techniques  de  dosages  enzymatiques  simples,  qui 
relevent  de  la  biochimie  pure.  Seules  seront  decrites 
les  principales  methodes  permettant  d'analyser  in 
vitro  ou  in  vivo  les  fonctions  d'organites  purifies  ou 
de  cellules  entieres. 


2.1  Cultures  de  cellules 


1.5.3.  Microscopie  a  champ  proche 

(A  EFFET  TUNNEL) 

Contrairement  aux  techniques  de  microscopie 
classiques  utilisant  des  radiations  pour  observer 
un  objet,  cette  methode  tres  recente,  qui  permet 
seulement  d'analyser  des  surfaces,  met  en  jeu  un 
phenomene  particulier  d'interactions  entre  celles- 
ci  et  un  objet  se  deplacant  a  proximite  immediate. 
Lorsqu'une  pointe  de  tungstene  extremement  fine 
(terminee  par  un  seul  atome)  est  approchee  a  une 
distance  de  l'ordre  du  nm  d'une  surface  conduc- 
trice,  un  faible  courant  electrique  (nomme  courant- 
tunnel)  passe  entre  les  deux,  si  une  difference  de 
potentiel  existe  a  leur  niveau.  Le  mouvement  de  la 
pointe  est  controlable  verticalement,  sur  une  frac¬ 
tion  de  nanometre,  et  lateralement  par  des  disposi- 
tifs  dits  de  « nanodeplacements »  (obtenus  a  l'aide 
de  ceramiques  piezoelectriques). 

Le  balayage  assure  par  la  pointe,  ou  sonde,  est 
tel  que  le  courant  reste  constant  (et  done  la  distance 
entre  les  deux  objets),  de  sorte  que  ses  deplace¬ 
ments  reconstituent  avec  une  grande  precision  les 
irregularites  de  la  surface  etudiee.  On  obtient  ainsi 
une  cartographie  tres  fine  des  objets  (resolution 
inferieure  a  0,5  nm),  mais  evidemment  sur  des  sur¬ 
faces  peu  importantes.  En  biologie,  la  technique 
reste  reservee  a  l'analyse  de  molecules  ou  d'edifices 
supramoleculaires  isoles  ;  cependant,  ses  utilisa¬ 
tions  sont  nombreuses  en  physique,  en  particulier 
en  microelectronique. 


2.  OUTILS  ET  TECHNIQUES 
D'ANALYSE 

DU  FONCTIONNEMENT 
CELLULAIRE 


La  physiologie  cellulaire  etudie  le  fonctionne- 
ment  des  cellules  de  la  maniere  la  plus  integrative 


Des  cultures  clonales  de  diverses  cellules  isolees 
sont  realisables  ;  elles  presentent  l'avantage  consi¬ 
derable  de  constituer  des  populations  genetique- 
ment  et  physiologiquement  homogenes.  Selon  les 
cas,  ces  cellules  peuvent  croitre  en  suspension  ou 
adherer  sur  un  support  (tapis  cellulaire)  ;  dans  le 
premier  cas,  elles  sont  recuperees  par  centrifuga¬ 
tion,  dans  le  deuxieme,  il  faut  les  decrocher  par 
voie  mecanique  (grattage)  ou  chimique  pour  pou- 
voir  les  etudier. 

Les  micro-organismes  procaryotiques  (Bacteries, 
Cyanobacteries...)  ou  eucaryotiques  unicellulaires 
(Protistes  :  Amoeba,  Paramecium,  Tetrahymena..., 
Algues  :  Chlamydomonas,  Chlorella,  Micrasterias . . . 
ou  Champignons  :  levure  de  biere...)  se  cultivent 
aisement,  dans  des  milieux  synthetiques  speci- 
fiques  parfaitement  controles  et  dans  des  condi¬ 
tions  generalement  simples.  Ces  milieux  sont 
liquides  ou  solides,  apres  gelification  au  moyen  de 
composes  inertes  tels  que  l'agar-agar.  La  culture  in 
vitro  de  cellules  d'organismes  superieurs,  animaux 
ou  vegetaux,  pose  davantage  de  problemes  dans  la 
mesure  ou,  contrairement  aux  precedentes,  ces  cel¬ 
lules  sont  normalement  integrees  au  sein  d'un 
organisme  et  done  le  plus  souvent  tributaires, 
pour  leur  croissance,  d'interactions  avec  d'autres 
cellules.  L'interet  de  telles  cultures  est  conside¬ 
rable  car  elles  constituent  des  systemes  tres  simpli¬ 
fies  par  rapport  aux  autres  sources  de  cellules 
disponibles  a  partir  de  ces  memes  organismes. 

Les  milieux  usuels  de  culture  de  cellules  ani- 
males,  dont  l'origine  remonte  au  debut  du  siecle 
(Roux,  1885  ;  Harrison,  1909  et  Carrel,  1913),  sont 
a  base  de  solutions  salines  additionnees  d'un 
grand  nombre  de  molecules  organiques  :  sucres, 
acides  amines,  vitamines...,  en  raison  de  leur 
caractere  heterotrophe.  Ils  doivent  aussi  contenir 
des  extraits  de  serum  sanguin  (de  veau,  par 
exemple),  qui  apportent  en  tres  faible  concentra¬ 
tion  des  facteurs  de  croissance  indispensables  a  la 
multiplication  cellulaire  (voir  chapitre  13).  Des 
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milieux  totalement  synthetiques  et  contenant  de 
tels  facteurs  purifies  en  concentrations  controlees 
sont  disponibles  depuis  1965  (voir  figure  3.13). 


Figure  3.13 

Cellules  animales  en  culture  :  cellules  tumorales  de  souris 
(Cliche  Labo  BG,  Orsay). 


Les  cellules  cultivees  in  vitro  conservent  le  plus 
souvent  certaines  caracteristiques  differenciees  de 
leur  tissu  d'origine,  ou  bien  une  aptitude  a  se  dif- 
ferencier  dans  des  conditions  experimentales 
appropriees,  ce  qui  autorise  l'etude  cellulaire  et 


moleculaire  des  processus  de  differentiation.  Plu- 
sieurs  modeles  animaux  sont  ainsi  abondamment 
exploites  :  cellules  souches  sanguines,  cellules 
embryonnaires  musculaires  ou  nerveuses...,  res- 
pectivement  pour  l'analyse  de  l'hematopoiese,  de 
la  myogenese  ou  de  la  differentiation  neuronale.  II 
existe  divers  precedes  (chimiques,  ou  utilisant  des 
Virus  dits  «fusionnants»)  permettant  de  faire 
fusionner  entre  elles  des  cellules  en  culture  de 
meme  origine  ou  d'origine  systematique  diffe- 
rente.  Ces  cellules  hybrides,  renfermant  deux  ou 
plusieurs  noyaux  distincts  au  sein  d'un  seul  cyto- 
plasme  mixte,  sont  appelees  heterocaryons  ;  leur 
utilisation  s'est  averee  tres  importante  en  physio- 
logie  cellulaire  ou  en  genetique  (voir  plus  loin). 

Les  cellules  vegetales  peuvent  aussi  se  multiplier 
in  vitro,  a  l'etat  de  cellules  isolees  en  suspension, 
mais  egalement  sous  forme  de  massifs  cellulaires 
plus  ou  moins  compacts  appeles  cals  (voir 
figure  3.14).  En  jouant  sur  la  concentration  ou  la 
nature  des  facteurs  de  croissance  ajoutes  au  milieu 
(auxines,  cytokinines...),  l'experimentateur  peut,  a 
volonte,  induire  a  partir  d'un  cal  indifferencie  et 
inorganise  une  differentiation  et  une  organoge- 
nese  precises  :  formation  de  racines,  de  tiges 
feuillees  ou  de  fleurs.  La  regeneration  complete 
d'une  plante  entiere  est  ainsi  possible  a  partir 
d'une  cellule  unique  (voir  chapitre  14). 


Encart  technique 
Les  cultures  de  cellules  animales 


On  distingue : 

-  des  cultures  primaires,  qui  resultent  simple- 
ment  de  la  multiplication  de  cellules  (souvent 
de  nature  embryonnaire)  prelevees  directement 
dans  les  organismes,  apres  que  leurs  tissus 
aient  ete  dissocies  par  des  enzymes  appropriees 
(proteases) ; 

-  des  cultures  secondaires,  qui  resultent  du  repi- 
quage  de  cellules  issues  de  cultures  primaires, 
apres  dilution  et  ensemencement  dans  du 
milieu  nutritif  neuf.  Ces  cultures  sont  a  terme 
condamnees  a  mourir,  comme  celles  de  l'orga- 
nisme  de  depart,  apres  environ  50  a  100  divi¬ 
sions  ;  on  parle  de  souches  cellulaires  ; 

-  des  lignees  cellulaires,  qui  derivent  des  prece- 
dentes  apres  que  certaines  cellules  particulieres 
de  la  population  aient  acquis  la  propriete  de  se 
multiplier  indefiniment  et  aient  ete  selection- 


nees  par  l'experimentateur.  Ces  cellules  immor¬ 
telles  sont  done,  par  definition,  anormales  et 
elles  resultent  de  mutations  spontanees  (ponc- 
tuelles  ou  rearrangements  chromosomiques). 
Les  lignees  de  ce  type  sont  relativement  faciles 
a  obtenir  chez  les  rongeurs  (lignees  dites  3T3)  ; 
ce  n'est  pas  le  cas  pour  les  lignees  d'origine 
humaine.  Elles  peuvent  etre  aussi  artificielle- 
ment  obtenues  grace  a  des  agents  chimiques  ou 
physiques  mutagenes,  par  des  Virus  ou  bien 
par  des  manipulations  genetiques  (transfection 
d'ADN  purifie).  Parmi  les  lignees  cellulaires 
immortalisees,  on  distingue  enfin  des  lignees 
dites  transformees,  qui  induisent  des  tumeurs 
si  on  injecte  leurs  cellules  a  des  animaux  sains. 
La  plus  connue  des  lignees  entretenues  en  cul¬ 
ture  est  la  lignee  HeLa,  d'origine  humaine  (car- 
cinome  du  col  de  l'uterus),  cultivee  depuis  1952 
et  universellement  utilisee. 
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Figure  3.14 


Cellules  vegetales  en  culture  :  cal  de  cellules  de  bananier 
(Cliche  Labo  MVE,  Orsay). 


2.2  Experiences  de  marquage  radioactif 
in  vivo 


2.2.1.  Rappels  sur  les  isotopes 


Les  differents  elements  rencontres  dans  la  nature 
ne  sont  pas  des  populations  homogenes  d'atomes  ; 
ce  sont  des  melanges  d'isotopes  (atomes  ayant  un 
meme  nombre  d'ilectrons  mais  un  noyau  de 
masse  differente).  A  cote  des  elements  les  plus 
courants  :  1H/  12C,  14N,  160...,  on  distingue  les  iso¬ 
topes  rares  stables  :  2H,  13C,  15N,  lsO. . et  les  radio¬ 
isotopes  :  3H,  14C...  Les  noyaux  de  ces  derniers 
presentent  un  rapport  protons /neutrons  desequi- 
libri,  et  des  redistributions  spontanees  de  parti- 
cules  se  produisent  de  fagon  qu'un  itat  plus  stable 
soit  trouve.  Ceci  s'accompagne  d'emissions  de 
particules  chargees  ou  de  radiations  :  on  parle  de 
disintegration  du  noyau,  c'est  le  phenomene  de 
radioactivite. 


La  radioactivite  des  atomes  constituant  la 
matiere  vivante  est  due  essentiellement  a  l'emission 
d'electrons  negatifs  (particules  |3_).  Ceux-ci  posse- 
dent  une  energie  cinetique  variant  de  fa  con  conti¬ 
nue  et  comprise  entre  deux  valeurs  extremes 
specifiques  de  l'element  qui  se  desintegre.  Chaque 
radio-isotope  est  caracterise  par  trois  parametres  : 
1)  le  type  d'emission,  2)  la  periode  ou  demi-vie, 
temps  necessaire  pour  que  la  moitie  des  atomes 
radioactifs  se  desintegre,  et  3)  l'energie  moyenne 
de  remission  (exprimee  en  Mega  Electrons  Volts,  ou 
MEV).  L'activite  specifique  d'un  echantillon  radio¬ 


actif  est  definie  par  le  rapport :  disintegrations  par 
minute  (dpm) /masse  de  l'ichantillon  exprimie  en 
grammes  ou  moles.  L'uniti  de  radioactiviti  est  le 
becquerel,  qui  correspond  a  une  transformation 
nucliaire  (disintigration)  par  seconde. 

Les  principaux  radio-isotopes  employis  en  bio- 
logie  ou  physiologie  cellulaire  sont :  3H  -  14C  -  32P  - 
35S  -  22Na  -  42K  -  125I.  On  les  utilise  sous  forme  de 
molicules  minirales  ou  organiques  dans  les- 
quelles  un  ou  plusieurs  atomes  sont  radioactifs  ; 
celles-ci  ne  sont  pas  chimiquement  distinguies  des 
autres  par  les  cellules  et  sont  parfaitement  assimi- 
lies  (absorbies,  mitabolisies  et  incorpories  dans 
leur  propre  matiere).  Si  l'on  a  les  moyens  de  dice- 
ler  la  prisence  de  l'isotope,  on  pourra  suivre  son 
cheminement  dans  la  cellule  ou  l'organisme  ;  la 
molicule  agit  done  comme  un  «espion».  Ceci 
implique  ividemment  que  l'on  puisse  : 

-  soit  suivre  la  molicule-traceur  dans  l'organisme 
sans  avoir  a  le  ditruire  :  isotopes  a  imissions  tres 
pinitrantes  faciles  a  diceler  de  l'extirieur  ; 

-  soit  localiser  l'isotope  sur  des  priparations  histo- 
logiques  (voir  plus  loin  la  technique  d'autoradio- 
graphie) ; 

-  soit  fractionner  la  cellule  en  especes  moliculaires 
pures  ou  en  classes  d'organites  purs. 

Les  isotopes  naturels  lourds,  comme  le  15N  ou  le 
13C,  ont  iti  employis  en  biologie  moliculaire 
(expiriences  classiques  de  Meselson  et  Stahl  rela¬ 
tives  a  la  riplication  semi-conservative  de  l'ADN, 
en  1958)  ;  leur  utilisation  nicessite  la  technique  de 
l'ultracentrifugation  en  gradient  de  densiti  de 
CsCl,  qui  est  relativement  lourde  et  de  moins  en 
moins  employie.  Ces  isotopes  prisentent  par  contre 
un  interet  considirable  pour  l'itude  des  grands 
cycles  des  iliments  au  sein  de  la  biosphere.  Ils 
constituent  en  effet  des  traceurs  naturels  et  enre- 
gistrent  l'origine  et  l'histoire  des  molicules  orga¬ 
niques  prisentes  dans  les  cellules  des  Vigitaux  ou 
des  Animaux,  a  travers  leur  composition  isoto- 
pique.  La  biogiochimie  isotopique  dicrit  la  dyna- 
mique  actuelle  des  iliments  mais  elle  reconstitue 
aussi  les  palio-environnements.  Son  outil  principal 
est  le  spectrometre  de  masse,  qui  sipare  les  diffi- 
rents  isotopes  les  uns  des  autres  et  les  quantifie. 

2.2.2.  Utilisation  des  precurseurs  marques  par 

DES  RADIO-ISOTOPES 

Les  principales  utilisations  se  classent  schimati- 
quement  en  deux  rubriques. 
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•  Analyse  des  echanges,  transports  et  accumu¬ 
lations,  en  general  sans  transformation,  des  ions  ou 
molecules  marquees.  Ceux-ci  s'etudient  au  niveau 
de  l'organisme  entier  ou  de  la  cellule  ;  par 
exemple  :  1)  etude  de  la  circulation  sanguine,  de 
l'excretion  urinaire ;  accumulation  du  32P  au  niveau 
des  tumeurs,  de  131I  au  niveau  de  la  thyroide...,  2) 
etude  des  echanges  de  Na+  et  K+...,  a  travers  la 
membrane  plasmique,  3)  etude  des  transports 
intracellulaires  au  cours  des  processus  secretaires 
ou  des  transferts  d'information  d'un  comparti- 
ment  a  un  autre. 

•  Analyse  des  transformations  biochimiques.  Si 
l'analyse  chimique  permet  d'etablir  un  catalogue 
precis  des  constituants  cellulaires  (concentrations, 
repartitions),  elle  ne  donne  qu'une  vision  statique 
des  phenomenes  biologiques.  Grace  aux  precur- 
seurs  marques,  il  est  possible  d'etudier  les  inter¬ 
conversions  et  les  filiations  des  metabolites  ;  par 
exemple,  si  l'on  donne  un  tel  precurseur  a  des  cel¬ 
lules,  on  retrouvera  plus  tard  de  nombreux  meta¬ 
bolites  marques,  necessairement  issus  de  celui-ci 
(experiences  de  pulse-chase  ;  voir  plus  loin). 

On  trouve  dans  le  commerce  un  grand  nombre 
de  molecules  marquees  de  fagon  precise.  Celles-ci 
sont  ajoutees  au  milieu  de  culture  mais,  dans  le  cas 
de  difficultes  de  penetration,  on  peut  les  injecter 
directement  dans  les  cellules  (ce  qui  permet 
d'ailleurs  de  mieux  controler  les  quantites  d'iso- 
topes  absorbees).  La  micro-injection,  longtemps 
reservee  aux  cellules  geantes  (ovocytes 
d'Amphibiens,  par  exemple)  se  pratique  actuelle- 
ment  dans  tous  les  types  de  cellules  en  culture.  II 
suffit  en  general  de  fournir  les  radio-isotopes  a 
l'etat  de  traces  et  pendant  des  temps  tres  courts 
(appeles  pulses),  car  les  methodes  de  detection  sont 
tres  sensibles  ;  de  plus,  il  ne  faut  pas  oublier  la 
toxicite  des  isotopes  a  forte  dose  a  cause  des  phe¬ 
nomenes  d'ionisation  de  la  matiere  vivante.  On  les 
donne  en  fait  aux  cellules  sous  forme  de  sels  (Na+, 
K+,  Ca2+),  de  molecules  minerales  simples  (CO,)  ou 
organiques  (precurseurs  de  macromolecules  : 
sucres,  bases  ou  acides  amines). 

2.2.3.  Principe  et  interet 

DES  EXPERIENCES  DE  PULSE-CHASE 

Comme  leur  nom  l'indique,  ces  experiences 
sont  conduites  en  deux  temps. 

•  Le  pulse  :  des  cellules  vivantes  sont  soumises, 
dans  un  milieu  de  survie  approprie,  a  un  traite- 
ment  de  courte  duree  destine  a  marquer  specifi- 


quement  certaines  de  leurs  molecules.  On  fournit 
done  aux  cellules  un  compose  assimilable  forte- 
ment  radiomarque  servant  de  precurseur  metabo- 
lique.  Un  acide  amine  radioactif,  par  exemple, 
s'incorporera  dans  les  proteines  qui  seront  alors 
marquees.  La  duree  du  pulse  doit  etre  breve,  com- 
paree  a  celle  des  phenomenes  que  l'on  etudie  (de 
quelques  secondes  a  quelques  heures). 

•  La  chasse  (chase)  est  une  periode  de  « pour- 
suite »  des  seules  molecules  marquees  lors  du  pulse. 
Apres  le  marquage,  les  cellules  vivantes  sont 
conservees  pendant  un  certain  temps  dans  le  meme 
milieu  de  survie  depourvu  du  precurseur  marque, 
ce  qui  necessite  auparavant  de  nombreux  lavages. 
Au  cours  de  cette  periode,  le  metabolisme  cellulaire 
suit  son  cours  normal  et  les  molecules  marquees 
sont  engagees  dans  les  processus  de  transport 
et/ ou  les  transformations  chimiques  habituels. 

L'interet  evident  de  cette  operation  est  que,  si 
l'on  est  capable  de  reperer  aisement  les  molecules 
marquees  (ou  leurs  derives)  dans  des  extraits  ou 
des  fractions  purifiees  par  fractionnement  cellu¬ 
laire,  ou  bien  dans  des  structures  precises,  on 
pourra  suivre  l'evolution  des  processus  biochi¬ 
miques  et  biologiques  sur  des  echantillons  de  la 
population  de  depart  preleves  au  cours  du  temps. 

Ces  experiences  permettent  d'aborder  deux 
sortes  de  problemes  en  biologie,  qui  peuvent  etre 
independants,  mais  qui  se  superposent  le  plus 
souvent : 

-  soit  un  compose  A  qui,  dans  la  cellule,  est  nor- 
malement  transforme  en  B,  puis  en  C,  puis  en 
D...,  le  long  d'une  chaine  de  reactions  (on  ne  se 
preoccupe  pas  id  des  compartiments  ou  ces  reac¬ 
tions  ont  lieu).  Il  suffit  de  fournir  le  compose  A 
radioactif  aux  cellules  ;  s'il  penetre,  il  sera  pris  en 
charge  par  les  processus  qui  donneront  B,  puis  C, 
puis  D...,  et  ces  composes  deviendront  successi- 
vement  radioactifs.  Apres  la  periode  de  pulse,  les 
cellules  a  qui  on  ne  fournit  plus  A  radioactif  uti- 
lisent  a  nouveau  du  A  non  radioactif  (endogene 
ou  exogene)  pour  fabriquer  B,  C  et  D.  Au  cours 
du  temps,  on  a  done  une  vague  de  synthese  de 
produits  radioactifs  qu'on  peut  identifier  par  les 
techniques  de  la  biochimie,  et  qui  indiqueront 
exactement  l'ordre  des  reactions  ; 

-  soit  un  compose  A  qui  entre  dans  la  cellule  et  se 
trouve  au  depart  dans  un  compartiment  X.  Peu 
apres,  sans  transformation,  il  passe  dans  un  com¬ 
partiment  Y,  puis  dans  Z. . .  Il  ne  s'agit  plus  ici  de 
modifications  biochimiques  mais  de  simple 
transport  dans  la  cellule.  Si  on  fait  un  pulse  bref 
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avec  A  radioactif,  le  compartiment  X  restera  tres 
peu  de  temps  marque  ;  le  marquage  sera  ensuite 
localise  dans  Y,  puis  dans  Z.  La  technique  privi- 
legiee  pour  suivre  ce  genre  de  transport  est  evi- 
demment  l'autoradiographie  (voir  plus  loin). 

En  realite,  les  cellules  qui  absorbent  un  com¬ 
pose  le  metabolisent  tout  en  le  faisant  passer  d'un 
compartiment  a  un  autre.  Cela  signifie  que  les 
approches  biochimiques  et  cytologiques  sont 
indissociables.  Le  succes  d'une  telle  experience, 
c'est-a-dire  la  lisibilite  du  resultat,  tient  a  la  brie- 
vete  et  a  la  nettete  du  pulse  :  il  faut  que  les  cellules 
cessent  d'incorporer  brusquement  la  substance 
radioactive.  Ceci  depend  en  particulier  de  l'activite 
specifique  du  marqueur,  qui  doit  etre  aussi  elevee 
que  possible,  et  de  la  sensibilite  des  techniques  de 
detection.  Le  debut  de  la  chasse  est  marque  par 
des  lavages  abondants  des  cellules  pour  eliminer 
tout  reste  de  radioactivite,  adsorbee  ou  dans  le 
milieu.  De  plus,  afin  de  diluer  le  marqueur  qui 
persiste  inevitablement  dans  le  cytoplasme  de  la 
cellule,  on  fournit  a  celle-ci  la  meme  molecule,  non 
radioactive,  en  forte  concentration  dans  le  milieu. 
L'entree  massive  de  ce  compose  conduit  ainsi  a  un 
ralentissement  brutal  de  l'incorporation  du  mar¬ 
queur  au  cours  du  metabolisme  ;  cet  artifice  per- 
met  d'assurer  des  pulses  efficaces.  Ces  experiences 
constituent  un  outil  unique  pour  l'analyse  du 
metabolisme  ainsi  que  celle  de  nombreux  proces¬ 
sus  cellulaires. 


2.2.4.  Detection  des  molecules  marquees 


Elle  met  en  ceuvre  deux  types  principaux  de 
techniques  :  le  comptage  direct  des  particules 
grace  a  des  compteurs  appropries  et  la  technique 
dite  d'autoradiographie. 

Les  compteurs  sont  de  deux  types. 

•  Compteur  de  type  Geiger  :  les  particules 
emises  ionisent  un  gaz  situe  dans  une  enceinte 
renfermant  deux  electrodes  portees  a  un  haut 
potentiel ;  les  electrons  primaires  sont  acceleres  et 
provoquent  de  nouvelles  ionisations  en  cascade, 
de  sorte  qu'un  bref  courant  est  enregistre  entre  les 
deux  electrodes.  Celui-ci  est  transforme  en  signal 
sonore  ou  enregistre  par  un  compteur  d'impul- 
sions.  Cet  appareil  n'est  plus  guere  utilise  car  il  ne 
decele  que  les  rayonnements  |L  de  tres  forte  energie. 


•  Compteur  a  scintillation  :  l'emission  sert  a 
exciter  une  molecule  « scintillante »  qui  reagit  en 
emettant  des  photons  ;  on  fait  alors  une  mesure  de 


lumiere  au  moyen  d'un  photomultiplicateur  qui 
amplifie  et  transforme  ce  premier  signal  en  cou¬ 
rant  electrique.  Pratiquement,  l'echantillon  radio¬ 
actif  est  mis  dans  une  fiole  remplie  d'un  solvant 
contenant  le  produit  scintillant  ;  puisqu'il  y  a  un 
contact  etroit  entre  l'isotope  et  le  scintillant,  meme 
les  rayonnements  |3“  les  plus  faibles  sont  detec- 
tables. 

Cette  derniere  technique  a  permis  l'extension 
considerable  de  l'utilisation  du  tritium,  qui  est  un 
isotope  peu  couteux  et  d'usage  aise.  Le  plus  fre- 
quemment,  l'echantillon  se  presente  sous  forme 
d'un  filtre  (ayant  retenu  un  precipite,  par  exemple), 
d'un  fragment  de  chromatogramme,  ou  de  tranche 
de  gel  d'electrophorese.  Les  resultats  donnes  par 
les  compteurs  sont  des  cpm  (coups  par  minute), 
qu'il  faut  corriger  pour  tenir  compte  du  rende- 
ment  pour  l'emission  consideree  ;  ces  valeurs  sont 
proportionnelles  au  nombre  d'atomes  radioactifs 
contenus  dans  l'echantillon. 

L'autoradiographie  permet  de  localiser  avec 
precision  une  espece  moleculaire  radioactive  dans 
un  echantillon  plan.  Cette  methode  est  basee  sur  le 
principe  selon  lequel  les  composes  radioactifs 
impressionnent  les  emulsions  photographiques 
vierges.  Les  particules  (3  emises  par  le  3H,  le  14C  ou 
le  32P  reduisent  les  grains  de  bromure  d'argent 
contenus  dans  l'emulsion  en  argent  metallique,  a 
la  maniere  de  la  lumiere.  Dans  un  premier  temps, 
il  y  a  formation  d'une  image  latente  au  niveau  des 
cristaux  d'AgBr  atteints  par  le  rayonnement ;  leur 
reduction  est  achevee  par  un  revelateur,  qui 
conduit  a  la  formation  de  grains  d'argent  visibles. 
Le  fixateur  elimine  enfin  tous  les  cristaux  d'AgBr 
n'intervenant  pas  (voir  figure  3.15). 

L'autoradiographie  appliquee  a  des  coupes  his- 
tologiques  ou  des  ecrasements  de  cellules  est  une 
technique  de  biologie  cellulaire  ;  elle  est  aussi  tres 
utilisee  en  biochimie  ou  en  biologie  moleculaire,  et 
s'applique  alors  a  des  plaques  de  chromatographie 
ou  des  gels  d'electrophorese.  Dans  le  cas  des 
coupes,  l'emulsion  est  directement  coulee  sur 
l'echantillon  colie  sur  la  lame  de  verre  ;  s'il  s'agit 
de  plaques  ou  de  gels,  un  film  rigide  (de  type 
radiographie  medicale)  est  etroitement  applique 
contre  eux.  Apres  un  temps  d'exposition  variable 
(de  quelques  minutes  a  quelques  jours),  en  fonc- 
tion  de  la  quantite  de  radioactivite  et  de  la  nature 
de  l'isotope  utilise,  le  film  sensible  est  revele  et 
traite  comme  une  epreuve  photographique.  On 
observe,  dans  l'emulsion,  une  accumulation  de 
grains  d'argent  a  l'endroit  precis  de  l'emission  des 
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noyau  coupe  de  cellule  coupes  de  cellules 
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Figure  3.15 

Principe  de  I'autoradiographie 

La  technique  est  ici  appliquee  a  des  coupes  traitees  pour  la  microscopie  photonique. 

Les  cellules  analysees  ont  incorpore,  avant  le  traitement,  un  precurseur  radioactif  specifique  de  l'ADN  (thymidine  tri- 
tiee),  de  sorte  que  seuls  les  noyaux  apparaitront  marques  apres  developpement  de  l'emulsion. 

(1)  Coupes  de  cellules  marquees  collees  sur  une  lame  de  verre.  (2)  Coulage  d'une  emulsion  photographique  a  l'obscu- 
rite.  (3)  Aspect  des  coupes  de  cellules  apres  developpement  de  l'emulsion. 

(a),  (b)  et  (c) :  aspect  en  coupe  des  preparations  1,  2  et  3  ;  (d)  :  secteur  agrandi  de  (c). 


particules  (au-dessus  de  l'echantillon  biologique 
marque,  s'il  s'agit  de  coupes).  En  autoradiographie 
a  haute  resolution,  pour  la  microscopie  electro- 
nique,  la  technique  de  developpement  conditionne 
la  forme  des  grains  d'argent  developpes  qui  mate- 
rialisent  la  radioactivite  (grains  punctiformes  ou 
en  forme  de  tortillons  ;  voir  figure  3.16). 


2.3  Cytoenzymologie 


C'est  l'ensemble  des  techniques  permettant  de 
localiser  in  situ  des  reactions  enzymatiques  speci- 
fiques  ;  cette  approche,  comme  la  cytochimie,  a 
connu  son  heure  de  gloire  dans  les  annees  60  et  est 
abandonnee  de  nos  jours,  au  moins  sous  sa  forme 
initiale.  Elle  est  cependant  relayee  par  des 
methodes  derivees  basees  sur  les  memes  principes, 
qui  seront  done  brievement  rappeles  ;  elle  sera 
illustree  par  deux  exemples  (phosphatase  et  succi- 
nodeshydrogenase)  traites  sous  forme  d'encarts 
dans  les  chapitres  7  et  10. 


Dans  la  mesure  ou  l'on  visualise  l'existence  de 
fonctions  associees  aux  proteines,  il  est  evident  que 
celles-ci  doivent  etre  actives  dans  le  materiel  uti¬ 
lise.  Or,  la  plupart  des  traitements  histologiques 
habituels  (fixation,  inclusion...)  conduisent  a 
denaturer  et  inactiver  les  proteines.  II  faut  done 
travailler  sur  du  materiel  vivant,  avec  toutes  les 
limitations  evoquees  a  ce  sujet  dans  le  chapitre  2, 
ou  bien  sur  du  materiel  coupe  ayant  subi  une  fixa¬ 
tion  legere  aux  aldehydes  (non  denaturante)  et  une 
inclusion  douce  (milieux  d'inclusion  hydroso¬ 
lubles),  ou  enfin  sur  du  materiel  traite  par  congela¬ 
tion,  dans  lequel  les  proteines  restent  intactes 
(techniques  de  cryofixation  et  cryotomie).  Dans  les 
deux  derniers  cas,  des  protocoles  existent  pour  la 
microscopie  photonique  et  la  microscopie  electro- 
nique.  La  methode  des  coupes  permet  evidem- 
ment  d'obtenir  des  localisations  beaucoup  plus 
precises  que  lorsqu'on  etudie  des  cellules  entieres. 

La  difficulte  de  la  cytoenzymologie  tient  au  fait 
que  c'est  un  mode  de  detection  indirect  de  macro¬ 
molecules  catalytiques,  par  le  biais  des  produits 
des  reactions  catalysees.  Or,  la  plupart  des  compo- 
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Figure  3.16 

Cliche  d'autoradiographie  en  microscopie  electronique 
Cette  coupe  montre  la  synthese  d'ADN  dans  deux 
noyaux  de  spermatocytes  de  poisson.  Les  cellules  ont  ete 
incubees  en  presence  de  thymidine  tritiee  ;  les  « grains® 
d'argent  sont  localises  au  niveau  de  la  chromatine. 

Cliche  J.-C.  Clerot,  Labo.  BC4,  Orsay. 


ses  mis  en  jeu  dans  les  reactions  enzymatiques 
(substrats  et  produits)  sont  d'une  part  incolores  et 
invisibles,  et  d'autre  part  hydrosolubles  et  diffu- 
sibles.  Dans  ces  conditions,  il  semble  evident  que 
le  lieu  d'action  d'une  enzyme  sera  bien  difficile  a 
reperer  avec  precision  dans  une  cellule  ou  une 
coupe  histologique.  Les  chimistes  ont  decouvert 
des  molecules  artificielles,  mais  pouvant  etre 
reconnues  comme  des  substrats  specifiques  par  les 
enzymes,  et  ayant  les  proprietes  suivantes  : 

-  incolores  au  depart,  elles  deviennent  colorees 
apres  avoir  ete  modifiees  par  l'enzyme,  ou  bien, 
ayant  une  certaine  couleur,  elles  en  changent 
apres  la  reaction ; 

-  solubles  au  depart,  elles  deviennent  insolubles 
apres  la  modification  catalysee  et  precipitent  sur 
place,  c'est-a-dire  sur  le  lieu  de  la  reaction. 


Si  ces  conditions  sont  remplies,  le  produit  de  la 
reaction  s'accumule  en  abondance  la  ou  existe 
l'enzyme,  et  conduit  a  un  precipite  colore  visible 
en  microscopie  optique,  ou  opaque  aux  electrons 
et  detectable  en  microscopie  electronique.  De  nom- 
breuses  hydrolases  et  enzymes  d'oxydoreduction 
ont  ainsi  pu  etre  localisees  a  l'echelle  des  struc¬ 
tures  ou  ultrastructures  cellulaires. 

2.4  Sondes  fluorescentes 
d'activites  metaboliques 


Divers  composes  de  conception  recente  sont  uti¬ 
lises  a  l'heure  actuelle  pour  visualiser  des  activites 
enzymatiques  ou  des  processus  physiologiques 
particulars,  in  situ,  au  sein  des  cellules  vivantes. 
Leur  simplicite  de  mise  en  oeuvre  et  la  diversity  des 
mecanismes  etudiables  sont  telles  que  les  tech¬ 
niques  de  cytoenzymologie  traditionnelles  ne  sont 
plus  guere  employees.  Tous  ces  composes  ont  en 
commun  d'etre  a  l'origine  de  phenomenes  de  lumi¬ 
nescence  ou  de  fluorescence,  qui  sont  facilement 
detectables  avec  des  microscopes  appropries  (plus 
complexes  que  les  microscopes  classiques,  car 
necessitant  des  systemes  de  video-amplification  !). 

On  distingue  trois  types  de  situations  : 

-  le  compose  artificiel  employe  fait  l'objet  d'une 
modification  chimique  profonde  qui  entraine 
l'apparition  de  la  propriete  de  fluorescence  ;  on 
parle  de  substrat  fluorogenique,  par  opposition 
aux  substrats  chromogeniques  utilises  dans  les 
methodes  classiques ; 

-  le  compose  entre  dans  un  organite  ou  il  rencontre 
des  conditions  physicochimiques  (pH)  telles  qu'il 
devient  fluorescent ; 

-  le  compose  fixe  une  autre  molecule  ou  un  ion 
(caracteristiques  d'un  compartiment,  dans  lequel 
il  est  entre,  ou  bien  qui  sont  liberes  a  l'occasion 
d'une  activite  cellulaire  particuliere)  ;  le  com- 
plexe,  qui  seul  est  fluorescent,  est  ensuite  detecte. 

Quelques  exemples  classiques  peuvent  etre 
donnes. 

•  Le  diacetate  de  fluoresceine  (compose  hydro¬ 
phobe)  penetre  aisement  dans  les  cellules  vivantes 
ou  il  est  decompose  en  acetate  et  fluoresceine  sous 
Faction  d'esterases  variees  ;  ce  dernier  compose  est 
detectable  grace  a  sa  fluorescence  verte.  La  fluo¬ 
resceine  liberee  dans  le  hyaloplasme  ne  peut  plus 
franchir  de  membrane  lipoproteique,  car  elle  est 
hydrophile.  Cette  propriete  est  utilisee  en  biologie 
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vegetale  comme  test  de  viabilite  des  grains  de  pol¬ 
len,  par  exemple.  La  grande  vacuole  centrale 
typique  des  cellules  vegetales  differenciees  appa- 
rait  en  «negatif »  sur  les  images  car  la  fluoresceine 
ne  peut  y  entrer. 

•  La  rhodamine  123  ou  le  compose  nomme 
DASPMI  penetrent  specifiquement  dans  les  mito- 
chondries  sous  l'action  du  gradient  de  protons 
transmembranaire  qui  caracterise  cet  organite  (au 
niveau  de  sa  membrane  interne).  Accumulees  dans 
la  matrice  mitochondriale,  ces  substances  fluores¬ 
cent  vivement  et  permettent  une  visualisation  tres 
nette  des  organites  (voir  figure  3.17). 

•  L'aequorine  (proteine  tiree  d'une  espece  de 
meduse)  fixe  selectivement  les  ions  Ca2+,  ce  qui 
induit  sa  luminescence.  L'injection  de  cette  proteine 
dans  une  cellule  permet  done  de  suivre  d'even- 
tuelles  modifications  de  la  concentration  en  ions 
Ca2+  libres  dans  le  hyaloplasme,  ou  ceux-ci  se  trou- 
vent  habituellement  tres  dilues.  Bien  que  delicate  a 
mettre  en  oeuvre,  cette  technique  de  marquage  a 
permis  l'analyse  des  processus  de  penetration  ou 
de  liberation  massive  et  transitoire  de  l'ion  Ca2+  a 
partir  de  compartiments  de  stockage,  lors  du  pro¬ 
cessus  de  fecondation,  par  exemple. 

•  De  nombreux  composes  susceptibles  de  pene- 
trer  spontanement  dans  les  cellules,  et  capables  de 
lier  specifiquement  (en  devenant  fluorescents)  tous 
les  ions  rencontres  dans  les  cellules,  ont  ete  mis  au 
point.  Ils  sont  utilises  non  seulement  pour  visuali- 


ser  leur  presence,  mais  aussi  pour  mesurer  leur 
concentration  instantanee.  Les  plus  connus  sont  la 
chlorotetracycline  et  les  composes  nommes  : 
QUIN-2,  indo-1  et  fura-2,  tous  specifiques  de  Ca2+  ; 
la  carboxyfluoresceine,  qui  fixe  les  H+,  est  un  indi- 
cateur  fluorescent  du  pH  intracellulaire  ;  d'autres 
composes  sont  specifiques  des  ions  Na+  et  K+. . .  On 
comprend  l'interet  que  presentent  ces  sondes, 
quand  on  sait  le  role  crucial  des  ions  dans  de  nom¬ 
breux  processus  de  signalisation  cellulaire  et  dans 
la  regulation  des  activites  metaboliques  (voir  cha- 
pitre  13). 

2.5  Utilisation  de  la  GFP  pour  I'etude 
de  la  localisation  de  proteines 
dans  des  cellules  vivantes 


La  GFP  (green  fluorescent  protein)  est  une  pro¬ 
teine  provenant  d'une  espece  de  meduse  nommee 
Aequorea  victoria,  chez  qui  elle  provoque  une  biolu¬ 
minescence  naturelle.  Elle  presente  deux  pics 
d'absorption  de  la  lumiere  (dans  l'ultra  violet  et 
dans  le  bleu)  et  reemet  dans  le  vert ;  e'est  le  seul 
exemple  de  proteine  connue  pour  fluorescer  inten- 
sement  sans  necessiter  de  substrats  additionnels. 
Le  gene  codant  cette  petite  proteine  de  238  acides 
amines  a  ete  clone  en  1992  et,  depuis  lors,  son  utili¬ 
sation  en  biologie  cellulaire  et  moleculaire  ne  cesse 
de  se  developper. 


Figure  3.17 

Mise  en  evidence  des  mitochondries  grace  a  des  sondes  fluorescentes  d'activites  physiologiques 

(a)  Fibroblaste  colore  a  la  rhodamine  123  ;  (b)  Filaments  de  Champignon  colores  au  DASPMI  (cliche  D.  Zickler,  Orsay). 
Noter  le  polymorphisme  important  des  mitochondries. 
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La  GFP  garde  sa  fluorescence  in  vivo  quand  elle 
est  fusionnee  a  une  autre  proteine,  grace  aux  tech¬ 
niques  du  genie  genetique.  Le  gene  qui  la  code 
peut  en  effet  etre  mis  en  phase  a  la  suite  d'un  gene 
de  proteine  d'interet  X  au  sein  d'une  construction 
(telle  un  plasmide)  obtenue  par  manipulation  de 
l'ADN  in  vitro.  Cette  sequence  codante,  munie  des 
signaux  appropries,  est  introduite  dans  une  cellule 
au  sein  de  laquelle  elle  s'exprime  normalement  en 
produisant  une  proteine-chimere.  II  est  alors  pos¬ 
sible  d'observer  au  microscope  a  fluorescence, 
dans  des  cellules  vivantes,  la  localisation  de  la  pro¬ 
teine  X-GFP  ainsi  synthetisee. 

Cette  technique  permet  done  de  suivre,  en  temps 
reel,  le  trafic  intracellulaire  d'une  proteine  et  sa 
dynamique  (son  adressage),  ainsi  que  de  nombreux 
autres  phenomenes  biologiques  :  mouvements 
d'organites,  migrations  cellulaires,  deplacements 
de  virus.  L'utilisation  de  la  GFP  tend  actuellement 
a  remplacer,  chaque  fois  que  cela  est  possible,  des 
approches  parfois  anciennes  et  souvent  tres 
lourdes,  telles  que  :  marquage  radioactif  et  autora- 
diographie,  cytoenzymologie  ou  immunocytochi- 
mie.  Ces  methodes  avaient  aussi  l'inconvenient  de 
necessiter  la  fixation  des  cellules  et  n'autorisaient 
pas  des  analyses  in  vivo. 

On  comprend  done  bien  tout  l'interet  de  ce  nou¬ 
veau  systeme  de  marquage  (ou  etiquetage)  mole- 
culaire,  qui  a  ouvert  une  ere  nouvelle  en  Biologie 
Cellulaire  et  trouve  egalement  des  applications  en 
Biologie  Moleculaire,  comme  molecule  «  reporter  ». 


2.6  Analyse  genetique  des  activites 
cellulaires 


Dans  les  premiers  travaux  de  Mendel  et  de  ses 
successeurs,  les  mutants  ont  ete  employes  pour 
decouvrir  les  lois  de  transmission  des  caracteres 
hereditaires  et  etablir  la  theorie  fondamentale  dite 
theorie  chromosomique  de  l'heredite.  Pendant 
pres  d'un  demi-siecle,  les  mutations  ont  ete  utili- 
sees  comme  de  simples  outils  genetiques  (mar- 
queurs)  permettant  de  differencier  des  souches. 
C'est  seulement  a  partir  des  annees  1940  que  l'on  a 
commence  a  analyser  la  maniere  dont  les  genes 
gouvernent  des  reactions  chimiques  dans  les  cel¬ 
lules. 


L'etablissement  de  la  relation  directe  existant 
entre  les  genes  et  les  proteines  (Beadle  et  Tatum  : 
«un  gene-une  enzyme »)  a  conduit  a  l'elucidation 
de  toutes  les  chaines  du  metabolisme  interme¬ 


diate,  aussi  bien  chez  les  Procaryotes  que  chez  les 
Eucaryotes  (voir  chapitre  4).  La  selection  de 
mutants  dits  auxotrophes,  presentant  des  exi¬ 
gences  trophiques  supplementaires  par  rapport  a 
la  souche  sauvage,  a  ete  conduite  chez  divers  orga- 
nismes  favorables  a  une  analyse  genetique.  La 
combinaison  des  etudes  genetiques  et  physiolo- 
giques  implique  la  possibilite  de  travailler  sur  les 
deux  phases  (haploide  et  diplo'ide)  du  cycle  vital 
des  etres  eucaryotiques.  Seuls  quelques  micro- 
organismes  exceptionnels  ont  ete  retenus  par  les 
experimentateurs  ;  ils  appartiennent  aux  groupes 
des  Champignons  et  des  Algues  :  Nenrospora, 
Sordaria,  Chlamydomonas  et  surtout  la  levure  de 
biere,  ce  dernier  organisme  etant  actuellement 
l'Eucaryote  le  plus  connu  au  plan  genetique. 

La  recherche  s'est  orientee  vers  la  caracterisa- 
tion  de  mutants  conditionnels  thermosensibles, 
qui  expriment  leur  phenotype  particulier  dans  cer- 
taines  conditions  de  temperature  uniquement,  et 
presentent  ainsi  une  souplesse  d'utilisation  remar- 
quable.  La  possibilite  de  realiser  des  tests  dits  de 
complementation  fonctionnelle,  en  confrontant 
au  sein  d'un  meme  cytoplasme  l'expression  de 
divers  genes  mutes,  deux  a  deux,  constitue  un 
avantage  considerable  :  le  principe  consiste  a  ras- 
sembler  dans  une  cellule  diplo'ide,  par  fusion  cel¬ 
lulaire,  les  genomes  de  deux  cellules  haploides 
mutantes.  Si  les  genomes  parentaux  sont  mutes  au 
niveau  du  meme  gene,  aucun  des  deux  n'apporte 
a  la  cellule  diplo'ide  la  capacite  de  realiser  la  fonc- 
tion  normalement  determinee  par  ce  gene.  Si  ces 
genomes  sont  mutes  respectivement  sur  deux  genes 
differents  concourant  a  l'expression  de  cette  fonc- 
tion,  chacun  des  deux  apportera  dans  la  cellule 
diplo'ide  l'information  qui  manque  a  l'autre  et  cette 
cellule  realisera  la  fonction  qu'aucun  des  deux 
parents  haploides  n'etait  capable  d'assurer.  Outre 
le  fait  qu'il  conduit  a  definir  les  caracteristiques  de 
dominance  ou  de  recessivite  des  mutations  isolees, 
ce  test  permet  de  les  classer  rapidement  en  groupes 
fonctionnels  correspondant  aux  differentes  etapes 
des  processus  affectes. 

L'analyse  genetique  constitue  un  outil  incompa¬ 
rable  pour  dissequer  des  phenomenes  qui  peuvent 
etre  d'une  grande  complexite.  On  peut  citer  trois 
exemples  classiques  d'utilisation  de  tels  mutants 
de  levure  en  biologie  cellulaire. 

•  Le  cycle  cellulaire  a  ete  analyse  des  la  fin  des 
annees  1970,  grace  a  une  vaste  collection  de  mutants 
dont  le  developpement  etait  bloque  a  des  stades 
differents  du  cycle.  Leur  caracterisation  a  abouti  a 
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formuler  un  modele  universel  chez  les  Eucaryotes 
(voir  chapitre  13).  L'approche  moleculaire  relative- 
ment  aisee  chez  ce  micro-organisme  a  permis  de 
developper  des  outils  (en  particulier  des  sondes 
d'ADN)  qui  ont  ete  transferes  avec  succes  a  des 
organismes  plus  complexes,  ce  qui  a  conduit  rapi- 
dement  a  elargir  le  champ  de  cette  problematique. 

•  L'organisation  du  genome  mitochondrial,  son 
expression,  sa  replication  et  surtout  la  biogenese 
complexe  de  ces  organites  ont  ete  finement  analy- 
sees  grace  a  de  nombreuses  mutations  portees  par 
l'ADNmt.  Ces  mutations,  a  transmission  non  men- 
delienne  et  letales  chez  les  autres  organismes  euca- 
ryotiques,  sont  en  effet  analysables  chez  la  levure 
qui  a  la  possibilite  unique  de  se  passer  de  ses  mito- 
chondries  pour  son  metabolisme  energetique 
(grace  a  la  fermentation  alcoolique). 

•  Le  processus  de  secretion  des  proteines, 
impliquant  le  reticulum  endoplasmique  rugueux 
et  l'appareil  de  Golgi,  est  depuis  peu  de  temps 
analyse  au  moyen  de  mutants  presentant  des  ano¬ 
malies  de  ces  mecanismes  (voir  chapitre  9). 

Dans  un  domaine  qui  deborde  un  peu  la  biologie 
cellulaire,  il  faut  enfin  signaler  l'existence  des 
mutations  touchant  le  developpement  embryon- 
naire  animal  ou  vegetal,  principalement  chez  la 
drosophile  et  chez  Arabidopsis  (une  crucifere).  Cette 
derniere  categorie  de  mutations  (dites  homeo- 
tiques)  represente  un  nouveau  moyen  tres  perfor- 
mant  pour  comprendre  les  mecanismes  regissant 
le  developpement  precoce  des  Eucaryotes  pluricel- 
lulaires.  La  possibilite  de  provoquer  des  mutations 
dirigees,  c'est-a-dire  ciblees  vers  des  genes  precis 
mais  dont  le  role  est  mal  connu,  pour  en  deduire 
leur  fonctionnement  normal,  constitue  le  dernier 
outil  mis  au  point  dans  ce  domaine  ;  cette  tech¬ 
nique,  developpee  initialement  chez  la  levure,  a 
ete  transferee  avec  succes  chez  la  souris. 

2.7  Extraits  acellulaires  assurant 

des  fonctions  biologiques  complexes 


Les  premiers  systemes  in  vitro  ont  ete  les  tests 
enzymatiques  mis  au  point  par  les  biochimistes  ; 
ils  permettaient  l'etude  de  reactions  simples  dans 
des  conditions  bien  controlees.  Cette  approche  a 
ete  completee  par  celle  du  fractionnement  cellu¬ 
laire,  qui  a  conduit  a  integrer  toutes  ces  reactions 
au  sein  d'organites  ou  de  structures  vesiculaires 
plus  ou  moins  compliques.  L'etape  suivante  a 
consiste  a  mettre  au  point  des  systemes  acellulaires 


autorisant  l'etude  de  processus  biochimiques  com¬ 
plexes.  Ces  extraits  sont  tires  d'organites,  qui  ont 
eux-memes  ete  fractionnes  de  maniere  a  conserver 
des  fonctions  physiologiques  necessitant  de  gros 
edifices  supramoleculaires. 

Parmi  ces  activites,  on  peut  mentionner  :  la  syn- 
these  des  proteines  sur  les  ribosomes  (avec  ou  sans 
microsomes),  les  mecanismes  de  replication  de 
l'ADN  qui  impliquent  de  tres  gros  complexes  enzy¬ 
matiques,  les  processus  de  maturation  des  ARN 
chez  les  Eucaryotes,  l'importation  post-traduction- 
nelle  des  proteines  dans  les  organites,  divers  pro¬ 
cessus  d'autoassemblage.  Des  fonctions  aussi 
elaborees  que  le  battement  ciliaire,  la  contraction 
musculaire,  la  migration  de  vesicules  le  long  des 
microtubules,  sont  actuellement  approchees  par  de 
tels  systemes.  L'interet  considerable  de  ces  outils 
est  qu'on  peut,  dans  la  mesure  ou  ils  ont  ete  suffi- 
samment  simplifies,  les  decomposer  ensuite  en 
leurs  elements  constitutifs  et  tester  ceux-ci  separe- 
ment  dans  des  experiences  de  reconstitution  ;  plu- 
sieurs  d'entre  eux  seront  decrits  dans  cet  ouvrage. 

2.8  Cytofluorimetrie  en  flux 
et  triage  de  cellules 


Cette  technique  optique,  appelee  aussi  cytome- 
trie  en  flux  continu,  s'applique  a  des  populations 
de  cellules  isolees  en  suspension  (organismes  uni- 
cellulaires,  cellules  animales  en  culture,  cellules 
provenant  d'un  tissu  mais  dissociees  enzymati- 
quement,  protoplastes  de  cellules  vegetales...)  et 
permet  de  les  analyser  individuellement,  de 
maniere  automatique,  par  rapport  a  toute  pro- 
priete  pouvant  impliquer  une  fluorescence.  Le 
principe  consiste  a  marquer  specifiquement  les  cel¬ 
lules  a  selectionner  dans  la  population  grace  a  un 
colorant  fluorescent,  qui  peut  etre  un  anticorps 
dirige  contre  une  proteine  de  surface  (et  auquel  un 
fluorochrome  a  ete  greffe),  ou  bien  un  compose  se 
fixant  a  l'ADN  du  noyau  et  responsable  d'une 
fluorescence  (BET  ou  DAPI). 

L'appareil  utilise  comporte  un  systeme  injec- 
tant,  sous  pression,  la  culture  cellulaire  ainsi  trai- 
tee  dans  une  buse  tres  etroite,  concue  de  telle  sorte 
que  les  cellules  defilent  une  a  une  devant  une 
petite  fenetre  traversee  par  un  fin  faisceau  laser  de 
longueur  d'onde  appropriee.  La  lumiere  reemise 
par  les  cellules  marquees  est  analysee  et  mesuree 
par  des  photomultiplicateurs.  Dans  le  cas  d'un 
marquage  des  noyaux,  on  peut  identifier,  dans  une 
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population  non  synchrone,  les  cellules  en  fonction 
de  leur  stade  dans  le  cycle  cellulaire  (Gj,  S,  Gj  ;  le 
resultat  se  presente  sous  la  forme  d'un  histo- 
gramme  monoparametrique  (en  fonction  de  la 
teneur  en  ADN)  ou  bien  d'un  diagramme  bipara- 
metrique,  quand  des  correlations  entre  parametres 
sont  possibles  (voir  chapitre  13). 

Un  dispositif  de  type  vibrateur  ultrasonique 
permet  aussi  de  fractionner  la  veine  liquide  en 
microgouttelettes  contenant  une  seule  cellule  ; 
chaque  gouttelette  identifiee  peut  alors  etre  affec- 
tee  d'une  charge  electrique  positive,  negative  ou 
nulle,  selon  la  nature  ou  l'intensite  du  signal  regu 
par  le  detecteur  optique.  L'interet  de  cette  opera¬ 
tion  est  que  des  gouttelettes  differemment  chargees 
peuvent  etre  plus  ou  moins  deviees  et  separees  les 
unes  des  autres  dans  un  puissant  champ  electrique 


etabli  entre  deux  plaques  deflectrices  :  on  realise 
ainsi  un  triage  cellulaire.  Ceci  permet  de  recupe- 
rer  dans  des  recipients  distincts  des  populations 
cellulaires  eventuellement  viables,  possedant  des 
caracteristiques  de  fluorescence  bien  precises.  Le 
traitement  d'une  cellule  ne  demandant  qu'une 
milliseconde,  il  est  possible  d'etudier  des  popula¬ 
tions  considerables  en  peu  de  temps. 

D'autres  objets  biologiques  que  des  cellules  sont 
separables  par  l'appareil,  en  particulier  des  chro¬ 
mosomes  isoles  qui  peuvent  etre  classes  selon  leur 
contenu  en  ADN  ;  ceci  constitue  un  prealable 
important  dans  les  etudes  sur  le  genome  des  cel¬ 
lules  eucaryotiques.  Le  triage  cellulaire  apparait 
done  comme  une  technique  extremement  puis- 
sante  au  service  de  la  biologie  cellulaire. 


Resume 


L'etude  des  constituants  cellulaires  est  menee  a 
deux  niveaux  et  selon  deux  types  de  methodes, 
statiques  ou  dynamiques  :  les  premieres  identifient 
et  localisent  avec  precision  les  molecules  constitu- 
tives  des  structures  cellulaires,  les  secondes  etudient 
leurs  modifications  chimiques  ou  leurs  deplace¬ 
ments  au  sein  des  organites  ou  des  cellules. 

Le  fractionnement  chimique  permet  de  distinguer 
les  grandes  families  de  molecules  minerales  ou 
organiques  (precurseurs  et  macromolecules  :  pro¬ 
teines,  polysaccharides  et  acides  nucleiques).  La 
chromatographie  et  l'electrophorese,  avec  toutes 
leurs  variantes,  constituent  de  puissantes  tech¬ 
niques  conduisant  a  l'isolement  et  a  la  purification 
des  biomolecules  ;  de  meme,  des  macromolecules 
ou  des  edifices  supramoleculaires  de  grande  taille 
(ribosomes,  Virus...),  sont  separes  grace  a  l'ultra- 
centrifugation  en  gradient  de  saccharose  ou  de 
CsCl.  Enfin,  les  diverses  macromolecules  sont 
visualisables  au  niveau  des  structures  grace  aux 
methodes  de  la  cytochimie,  mais  on  peut  aussi 
detecter  avec  precision  des  especes  individuelles 
de  proteines  ou  d'acides  nucleiques  au  moyen  de 
sondes  immunologiques  (immunocytochimie)  ou 
nucleiques  (hybridation  in  situ). 


Une  etude  exhaustive  necessite  la  purification  des 
organites  et  la  mise  en  oeuvre  des  techniques  du 
fractionnement  cellulaire  :  apres  homogeneisation 
des  cellules,  les  differents  organites  ou  edifices 


supramoleculaires  sont  separes  les  uns  des  autres 
par  des  centrifugations  successives.  L'observation 
directe  des  macromolecules  isolees  et  purifiees  est 
enfin  possible  lorsque  la  coloration  negative, 
l'ombrage  metallique  ou  la  microscopie  a  effet  tun¬ 
nel  sont  utilises.  Le  fonctionnement  des  cellules  est 
aborde  sur  des  systemes  biologiques  simplifies, 
homogenes  et  reproductibles,  tels  que  les  cultures 
pures  de  cellules  animales,  vegetales  ou  de  micro- 
organismes.  L'obtention  de  lignees  mutantes  et  la 
possibility  de  mettre  en  oeuvre  les  demarches  de  la 
genetique  classique  et  moleculaire  conduisent  a 
«decortiquer»  un  grand  nombre  de  fonctions  capi¬ 
tals  dans  la  vie  des  cellules  :  cycle  cellulaire,  syn- 
these  et  secretion  des  proteines. . . 

Les  precurseurs  radioactifs  constituent  un  outil 
irrem placable  pour  l'etude  de  la  physiologie  cellu¬ 
laire,  en  raison  de  la  sensibilite  de  detection  des 
molecules  marquees,  aussi  bien  dans  des  extraits 
biologiques  (comptage  a  scintillation)  que  dans 
des  structures  cellulaires  (autoradiographie).  Les 
experiences  de  pulse-chase  permettent  de  suivre  le 
devenir  d'une  population  de  macromolecules  mar¬ 
quees  pendant  un  temps  tres  bref.  Certaines  activi- 
tes  physiologiques  sont  directement  visualisables 
dans  les  cellules  vivantes,  grace  aux  techniques  de 
la  cytoenzymologie  et  a  l'utilisation  de  sondes  fluo- 
rescentes  d'activites  metaboliques  ;  cette  approche 
est  done  complementaire  de  la  precedente. 
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La  mise  au  point  de  systemes  in  vitro  assurant  des 
fonctions  biologiques  complexes  constitue  une 
etape  indispensable  dans  l'analyse  des  meca- 
nismes  moleculaires  permettant  leur  realisation. 
Enfin,  la  selection  et  le  triage  de  categories  cellu- 


laires  homogenes,  au  sein  d'une  population  hete¬ 
rogene,  sont  possibles  grace  a  la  cytometrie  en 
flux,  qui  analyse  toute  caracteristique  biologique 
identifiable  et  mesurable  par  fluorescence. 


QROC 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  les  objectifs  et  les  methodes  du  fractionnement  chimique. 

2.  Quels  sont  les  principaux  types  de  chromatographie  ? 

3.  Quelles  differences  importantes  existent  entre  l'electrophorese  native  et  l'electrophorese  denatu- 
rante  ? 

4.  Quel  est  le  principe  d'un  protocole  de  centrifugation  differentielle  ?  Quels  en  sont  les  avantages  et 
les  inconvenients  ? 

5.  Qu'appelle-t-on  « centrifugation  en  gradient »  ?  combien  existe-t-il  de  types  differents  de  cette 
methode  ? 

6.  Decrire  les  objectifs  et  les  methodes  generales  de  la  cytochimie. 

7.  Meme  question  pour  l'immunocytochimie. 

8.  Meme  question  pour  l'hybridation  in  situ. 

9.  Decrire  les  objectifs  et  les  principales  etapes  d'un  protocole  de  fractionnement  cellulaire. 

10.  Quels  sont  les  differents  types  de  cultures  de  cellules  animales  ? 

11.  Quelle  est  la  difference  entre  un  isotope  lourd  et  un  isotope  radioactif,  et  avec  quelles  methodes 
et/ou  outils  peut-on  detecter  ces  deux  types  d'isotopes  ? 

12.  Donner  quelques  exemples  d'isotopes  radioactifs  particulierement  utilises  en  Biologie  et  en 
Physiologie  Cellulaires  ? 

13.  En  quoi  consiste  une  experience  de  pulse-chase  et  quel  est  son  interet  ? 

14.  Expliquer  l'interet  des  mutants  pour  l'etude  des  phenomenes  biologiques  et  en  donner  quelques 
exemples  classiques  en  Biologie  Cellulaire. 

15.  Quels  sont  les  principes  et  les  utilisations  de  l'autoradiographie  ? 

16.  Decrire  les  objectifs  et  les  methodes  generales  de  la  cytoenzymologie. 

17.  En  quoi  consiste  la  technique  de  visualisation  in  vivo  des  proteines  nommee  «marquage  a  la  GFP»  ? 

18.  Qu'appelle-t-on  «  sonde  fluorescente  d'activite  metabolique  »  ? 

19.  Dans  quelles  conditions  realise-t-on  un  test  de  complementation  fonctionnelle,  et  quelles  reponses 
permet-il  d'obtenir  ? 

20.  En  quoi  consiste  la  technique  nommee  «  cytometrie  en  flux  continu»  ? 
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Chapitre  4 


FLUX  DE  L'INFORMATION 

GENETIQUE 

Structure  et  expression 
des  genes.  Organisation 

des  genomes 


Les  chapitres  1  et  2  nous  ont  montre  que  les  etres 
vivants  parviennent  a  maintenir  un  haut  degre 
d'organisation  dans  un  univers  mineral  qui  tend 
irreversiblement  vers  un  desordre  croissant,  au 
sens  de  la  thermodynamique.  De  plus,  ils  sont  aptes 
a  se  perpetuer,  en  se  reproduisant  a  l'identique  de 
generation  en  generation  (au  moins  en  premiere 
approximation).  Cette  continuity  est  necessaire- 
ment  regie  a  l'echelle  de  la  cellule  par  un  centre 
d'information  ou  de  planification,  qui  est  transmis 
aux  cellules-filles  lors  des  divisions  successives.  Ce 
centre,  nomine  materiel  genetique,  commande  la 
realisation  de  toutes  leurs  caracteristiques  mor- 
phologiques,  physiologiques  et  moleculaires. 

Les  molecules  constituant  le  materiel  genetique 
doivent  posseder  plusieurs  proprietes  fondamen- 
tales  :  1)  permettre  le  stockage  d'une  information, 
2)  assurer  la  realisation  du  programme  qu'elles 
renferment,  3)  etre  capables  de  se  reproduire  a 
l'identique,  et  4)  permettre  et  tolerer  une  certaine 
variability,  condition  indispensable  a  une  evolu¬ 
tion,  second  trait  caracteristique  du  monde  vivant, 
apres  l'heredite. 


Le  materiel  genetique  est  forme  d'entites  dis- 
tinctes  appelees  genes  dont  la  fonction  est,  pour 
leur  majorite,  de  controler  la  synthese  des  pro- 
teines,  qui  sont  les  constituants  et  les  acteurs  prin- 
cipaux  de  toutes  les  activites  cellulaires. 


On  appelle  processus  genetiques  fondamentaux 
les  activites  de  replication  et  d'expression  de 
l'information  genetique  d'une  part,  et  de  gestion  de 
la  variation  genetique  d'autre  part.  Ces  processus, 
identiques  chez  tous  les  etres  vivants,  reposent  sur 
des  mecanismes  conceptuellement  simples,  car 
bases  sur  l'utilisation  de  structures  lineaires.  Toutes 
les  molecules  impliquees  dans  ce  systeme  :  ADN, 
ARN  et  proteines,  ont  en  effet  une  caracteristique 
commune  :  ce  sont  de  longs  polymeres  non  rami¬ 
fies.  Des  regies  simples  de  correspondance  point 
par  point  sont  etablies  entre  ces  molecules  ;  elles 
permettent  de  comprendre  a  la  fois  comment 
s'effectue  le  codage  de  l'information,  et  sa  realisa¬ 
tion  finale  en  termes  de  proteines. 

Apres  quelques  rappels  historiques  relatifs  a 
l'identification  de  la  nature  chimique  du  materiel 
genetique  et  a  l'elucidation  du  mode  d'action  des 
genes,  des  notions  elementaires  de  biologie  mole- 
culaire,  concernant  les  mecanismes  de  l'expression 
de  ces  derniers,  c'est-a-dire  le  recopiage  sous  forme 
d'ARN  de  l'information  contenue  en  general  dans 
l'ADN  (transcription),  et  la  synthese  des  proteines 
(traduction),  sont  donnees  dans  ce  chapitre. 
L'accent  est  mis  sur  les  mecanismes  propres  aux 
Procaryotes,  generalement  plus  simples  que  ceux 
decrits  chez  les  Eucaryotes  (dont  l'etude  sera  faite 
dans  le  chapitre  8).  Une  presentation  succincte  de 
l'organisation  generale  des  genomes  viraux,  bacte- 
riens  et  eucaryotiques,  termine  ce  developpement. 
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1.  IDENTIFICATION 
DE  LA  NATURE  CHIMIQUE 
DU  MATERIEL  HEREDITAIRE 


Les  premieres  experiences  efficaces  relatives  au 
materiel  hereditaire  furent  conduites  par  G. 
Mendel,  qui  postula  l'existence  d'entites  formelles 
controlant  des  caracteres  morphologiques,  ulte- 
rieurement  nominees  genes.  A  la  meme  epoque, 
F.  Miescher  isolait  chimiquement  l'ADN,  sans 
qu'une  relation  entre  les  deux  demarches  soit  faite. 
Un  siecle  exactement  s'est  ecoule  entre  le  travail 
de  ces  precurseurs  et  la  decouverte  des  meca- 
nismes  moleculaires  regissant  l'expression  des 
genes.  L'encart  historique  suivant  retrace  les  prin- 
cipales  etapes  de  cette  longue  histoire. 


1.1  Experiences  historiques 
sur  les  Bacteries  et  les  Virus 


La  premiere  d'une  serie  d'experiences  decisives 
a  ete  realisee  en  1928,  par  F.  Griffith,  qui  demontra 
que  l'on  pouvait  modifier  les  caracteristiques  here- 
ditaires  d'une  souche  de  Bacteries  responsable 
d'une  pneumonie  chez  la  souris  ( Diplococcus  pneu¬ 
moniae).  Le  principe  simplifie  de  cette  experience, 
dite  de  transformation  bacterienne,  est  illustre 
dans  la  figure  4.1.  L'identification  de  l'espece  mole- 
culaire  impliquee  dans  ce  phenomene,  a  savoir 
l'ADN,  eut  lieu  en  1944  (voir  l'encart  suivant). 
Pour  des  raisons  techniques,  liees  a  la  simplicite 
des  methodes  biochimiques  disponibles  alors,  la 
demonstration  fut  essentiellement  faite  de  fagon 
negative  (perte  de  l'activite  d'un  extrait  transfor¬ 
mant  en  partie  purifie,  apres  digestion  enzymatique 


Encart  historique 
Decouverte  de  la  nature  chimique  du  materiel  genetique 


1866  :  Mendel  publie  ses  experiences  sur  la  trans¬ 
mission  des  caracteres  hereditaires  et  determine 
les  lois  de  leur  segregation  independante  ; 
l'ensemble  conduira  a  la  notion  de  gene. 

1869  :  Miescher  isole  pour  la  premiere  fois 
l'ADN,  qu'il  nomme  nucleine,  a  partir  de  noyaux 
des  cellules  constituant  le  pus  ;  il  donne  sa  com¬ 
position  chimique  globale  et  identifie  en  particu- 
lier  le  phosphore,  qui  distingue  radicalement 
cette  molecule  des  proteines. 

1900-1920  :  etablissement  de  la  theorie  chromoso- 
mique  de  l'heredite. 

1910-1930  :  la  composition  en  bases  des  acides 
nucleiques  et  la  structure  des  nucleotides  sont  eta- 
blies  (Levene)  ;  les  acides  thymonucleiques 
(ADN)  et  zymonucleiques  (ARN)  sont  distingues. 
1928  :  Griffith  realise  sa  celebre  experience  sur  la 
transformation  in  vivo  de  Pneumocoques  non 
virulents  grace  a  leur  co-injection  avec  des 
Pneumocoques  virulents  morts,  a  des  souris. 
1930-1933  :  la  transformation  bacterienne  s'avere 
possible  in  vitro  (Dawson  et  Sia)  et  meme  grace  a 
un  extrait  acellulaire  de  Pneumocoques  virulents 
morts  (Alloway). 

1943  :  Schrodinger  postule  que  le  materiel  here¬ 
ditaire  est  un  message  chimique  code. 


1944  :  le  « principe  transformant »  de  Griffith  est 
identifie  a  l'ADN,  grace  a  une  approche  enzyma¬ 
tique,  par  Avery,  Mac  Leod  et  Mac  Carty. 

1948  :  Boivin  et  Vendrely  affirment,  sur  la  base 
de  dosages  chimiques  precis,  que  l'ADN  contenu 
dans  les  noyaux  des  cellules  eucaryotiques  est  le 
support  des  caracteres  hereditaires. 

1952  :  la  nature  chimique  du  materiel  genetique 
d'un  bacteriophage  (Virus  de  Bacterie)  est  identi- 
fiee  a  l'ADN  (Hershey  et  Chase). 

1953  :  la  structure  moleculaire  en  double  helice 
de  l'ADN  est  etablie  par  Watson  et  Crick.  Sur  la 
base  de  cette  decouverte,  Gamow  explicite  la 
notion  de  code  genetique  et  pose  les  problemes 
de  son  decryptage  et  du  fonctionnement  des 
genes.  L'ere  de  la  biologie  moderne  commence. 

1956  :  le  materiel  genetique  du  Virus  de  la 
mosaique  du  tabac  (VMT)  est  identifie  a  l'ARN 
(Fraenkel-Conrat)  . 

1961-1966  :  le  code  genetique  universel  est  com- 
pletement  dechiffre  et  les  principaux  mecanismes 
de  l'expression  de  l'information  genetique  sont 
elucides  chez  les  Bacteries. 

1975  :  naissance  de  l'ingenierie  genetique. 
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Figure  4.1 

Principe  de  I'experience  de  transformation  bacterienne  realisee  par  Griffith 

(1)  Injection  a  une  souris  de  Bacteries  d'une  souche  virulente  (dite  S)  :  l'animal  meurt  de  pneumonie.  (2)  Injection  de 
Bacteries  de  la  meme  souche  S,  tuees  par  la  chaleur  :  l'animal  survit.  (3)  Injection  de  Bacteries  d'une  souche  mutante 
non  virulente  (dite  R)  :  l'animal  survit.  (4)  Injection  d'un  melange  de  Bacteries  S  tuees  par  la  chaleur  et  de  Bacteries  R 
vivantes  :  l'animal  meurt. 

On  peut  recuperer  des  cellules  virulentes  S  (=  «R  transformees»)  du  corps  de  ce  dernier.  Les  cellules  R  sont  depour- 
vues  de  capsule  et  phagocytees  par  les  globules  blancs,  d'ou  leur  absence  de  virulence. 


par  une  ADNase)  et  l'impact  de  ces  experiences  ne 
fut  pas  celui  qui  aurait  ete  merite.  Les  geneticiens 
de  cette  epoque,  familiers  des  seuls  organismes 
dits  superieurs,  n'etaient  pas  prets  a  entendre  le 
discours  des  microbiologistes  ;  de  plus,  l'ADN 
etait  alors  considere  par  les  biochimistes  comme 
une  molecule  ayant  une  structure  monotone,  et  ne 
pouvant  done  porter  aucune  information. 


Dans  la  decennie  qui  suivit,  il  fut  clairement 
demontre  que  le  materiel  genetique  des  Virus  etait 
aussi  un  acide  nucleique  :  l'ADN,  dans  le  cas  d'un 
bacteriophage,  et  l'ARN  dans  le  cas  d'un  Virus  de 
cellules  vegetales  (VMT).  C'est  a  la  meme  epoque 


que  fut  elucidee  la  structure  de  la  molecule 
d'ADN,  apportant  enfin  des  reponses  aux  multiples 
interrogations  concernant  le  fonctionnement  du 
materiel  genetique. 


1.2  Donnees  sur  les  genomes  eucaryotiques 


Jusqu'a  une  epoque  relativement  recente,  il  n'y 
avait  pas  de  preuve  du  fait  que  l'ADN  constituait 
le  materiel  genetique  des  Eucaryotes.  De  nom- 
breux  arguments  convergents,  allant  dans  ce  sens, 
pouvaient  cependant  etre  rassembles  : 
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-  la  theorie  chromosomique  de  l'heredite,  explici- 
tement  formulee  des  le  debut  du  xxe  siecle, 
affirme  que  la  segregation  des  genes  se  caique 
exactement  sur  l'histoire  des  chromosomes  ; 

-  pratiquement  tout  l'ADN  des  cellules  est  localise 
dans  le  noyau  et  dans  les  chromosomes  ; 

-  la  quantity  d'ADN  est  constante  dans  les  noyaux 
de  toutes  les  cellules  somatiques,  meme  tres  dif- 
ferenciees,  d'un  organisme  donne,  alors  que  ce 
n'est  pas  le  cas  pour  les  autres  composes ; 

-  l'ADN  est  metaboliquement  stable  au  cours  de  la 
majeure  partie  du  cycle  cellulaire  :  il  ne  presente 
pas  de  renouvellement,  comme  le  montrent  tous 
les  autres  constituants  cellulaires  ; 

-  les  agents  physiques  ou  chimiques  responsables 
des  mutations,  et  affectant  le  materiel  genetique, 
ont  pour  cible  unique  l'ADN. 

Depuis  30  ans  environ,  les  methodes  de  la  biolo- 
gie  moleculaire  et  du  genie  genetique  demontrent 
que  l'ADN  est  ici  aussi  le  support  de  l'information 
genetique.  II  est  en  effet  possible  d'isoler  des  frag¬ 
ments  d'ADN  eucaryotique  contenant  des 
sequences  identifiables  a  des  genes,  puis  de  les 
transferer  a  des  cellules  receveuses,  ou  ils  s'expri- 
ment  de  la  maniere  attendue,  apres  integration 
eventuelle  dans  le  materiel  genetique  de  l'hote.  II 
s'agit  des  experiences  de  clonage  et  d'expression 
de  genes  eucaryotiques  chez  les  Bacteries,  de 
transformation  de  la  levure  de  biere,  de  transfec¬ 
tion  de  cellules  animales  ou  vegetales,  et  de 
construction  d'organismes  transgeniques  (OGM). 

1.3  De  la  conception  «mendelienne» 

des  genes  aux  hypotheses  sur  leur  mode 
de  fonctionnement 


Aussi  longtemps  que  les  caracteres  etudies  par 
la  genetique  concernaient  des  traits  tels  que  le 
nombre,  la  disposition,  la  forme  ou  la  taille  des 
organes,  comme  le  faisaient  Mendel  et  ses  succes- 
seurs,  sur  des  organismes  superieurs,  le  lien  entre 
caractere  et  gene  responsable  ne  pouvait  pas  etre 
compris.  La  complexity  du  determinisme  du  phe¬ 
notype,  sa  precocite  eventuelle  au  cours  du  deve- 
loppement  embryonnaire  mettaient  trop  de 
distance  entre  l'effet  primaire  du  gene  et  son  resul- 
tat  visible.  Le  premier  exemple  d'une  correlation 
directe  entre  un  gene  et  un  produit  chimique  a  ete 
fourni  par  les  travaux  d'un  medecin  :  A.  E. 
Garrod  (voir  l'encart  suivant). 


Encart  biomedical 

L'alcaptonurie  :  premiere  maladie  genetique 
humaine  identifiee 

En  1901,  A.  E.  Garrod  dealt  une  maladie  rare 
et  hereditaire,  plutot  benigne,  dont  les  symp- 
tomes  sont  les  suivants  :  l'urine  des  patients 
prend  une  couleur  noire  a  l'air  libre,  et  les  carti¬ 
lages  ainsi  que  les  tendons  sont  colores  en  brim. 
Les  malades  accumulent  dans  l'organisme,  le 
sang  puis  les  urines,  un  compose  nomine  «  acide 
homogentisique»,  auto-oxydable  et  virant  au 
brun,  absent  chez  les  sujets  sains.  Le  determi- 
nisme  genetique  est  simple  :  un  seul  gene  est 
responsable  de  l'anomalie  (les  malades  etant 
homozygotes  et  porteurs  d'un  allele  recessif). 
Lorsque  les  acides  amines  phenylalanine  ou 
tyrosine  sont  absorbes  en  abondance  par  les 
malades,  leur  taux  d'acide  homogentisique  aug- 
mente  beaucoup  dans  le  sang  et  les  urines,  tan- 
dis  qu'il  n'y  a  pas  de  consequence  chez  les 
individus  normaux.  Chez  ceux-ci,  la  forme  alle- 
lique  dominante  du  gene  permet  la  degradation 
de  ce  dernier  compose  en  C02  et  H20. 

Garrrod  enonce  en  1908  une  hypothese  nova- 
trice  selon  laquelle  une  alteration  du  metabo- 
lisme  peut  etre  liee  a  la  mutation  d'un  seul 
gene  ;  c'est  la  celebre  notion  « d'erreur  innee  du 
metabolisme».  Pour  la  pemiere  fois,  une  corres- 
pondance  entre  un  gene  et  un  compose  chi¬ 
mique  precis  est  formulee  ;  il  faudra  attendre 
pres  de  40  ans  pour  comprendre  le  sens  de  cette 
observation.  L'unique  enzyme  modifiee  et  defi- 
ciente,  chez  les  malades,  a  ete  identifiee  en  1951. 

Plusieurs  observations  de  meme  nature  ont  ete 
realisees  chez  les  Vegetaux  durant  les  annees  20  ; 
en  effet,  les  petales  de  nombreuses  fleurs  sont 
colores  par  des  pigments  de  couleurs  variees,  en 
particulier  des  anthocyanes.  Il  a  ete  prouve,  par 
l'utilisation  de  variants  naturels,  que  des  change- 
ments  de  nature  des  pigments  etaient  lies  a  la 
modification  de  genes  uniques.  De  meme,  une 
approche  associant  la  genetique  formelle  a  des 
experiences  tres  sophistiquees  de  greffes  d'organes 
montrait,  chez  la  drosophile,  en  1935,  que  la  cou¬ 
leur  des  yeux  etait  liee  a  la  presence  d'un  pigment 
resultant  de  l'action  de  plusieurs  genes  agissant 
«en  cascade »,  et  responsables  de  l'apparition  de 
divers  composes  intermediaires  hypothetiques. 

Cependant,  en  raison  du  nombre  limite  des  ana¬ 
lyses  etablissant  un  lien  de  causalite  directe  entre 
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un  gene  et  un  produit  chimique,  souvent  non 
identifie,  aucune  theorie  generale  sur  le  mode  de 
fonctionnement  des  genes  ne  pouvait  etre  enoncee. 
C'est  l'utilisation  d'un  modele  biologique  plus 
simple,  bien  connu  sur  les  plans  genetique  et  phy- 
siologique,  combinee  a  l'utilisation  systematique 
de  mutations  induites  experimentalement,  et  sur- 
tout  un  changement  de  la  strategic  de  l'approche, 
qui  ont  permis  des  avancees  significatives  dans  la 
resolution  de  ce  probleme. 

Contrairement  a  leurs  predecesseurs,  Beadle  et 
Tatum  decident,  au  debut  des  annees  40,  d'identi- 
fier  les  genes  en  jeu  dans  le  controle  de  reactions 
biochimiques  deja  connues  ;  les  biochimistes  ont 
en  effet  etabli  la  notion  de  chaine  de  biosynthese 
et  identifie  de  nombreuses  enzymes  catalysant  ces 
reactions.  Ces  auteurs  s'appuient,  en  particulier, 
sur  des  travaux  concernant  le  cycle  de  l'uree,  qui 
fonctionne  chez  certains  Vertebres  (Krebs  et 
Henseleit,  1932).  Dans  un  premier  temps,  ils  defi- 
nissent  les  besoins  nutritifs  minimaux  d'une 
souche  d'un  Champignon  nomme  Neurospora,  ties 
facile  a  etudier  en  laboratoire.  Cette  souche  natu- 
relle,  dite  sauvage,  pousse  de  fag  on  continue  sur 
un  milieu  mineral  simple  contenant  une  source  de 
carbone  (un  sucre)  et  quelques  vitamines  (milieu 
minimum).  A  partir  des  elements  de  ce  milieu,  elle 
est  capable  de  fabriquer  tous  les  composes  essen- 
tiels  a  sa  vie,  parmi  lesquels  les  acides  amines 
constitutifs  de  ses  proteines  (souche  prototrophe). 

En  soumettant  cette  souche  a  des  agents  muta- 
genes,  ces  auteurs  obtiennent  de  nombreux 
mutants  independants,  dont  ils  ne  retiennent  que 
ceux  qui  sont  incapables  de  croitre  sur  le  milieu 
minimum,  mais  capables  de  pousser  sur  un  milieu 
contenant  une  grande  diversity  de  molecules  orga- 
niques  (milieu  riche).  Chez  ces  mutants,  qui  ont 
visiblement  perdu  la  capacite  de  synthetiser  un 
composant  vital,  la  deficience  genetique  est  com- 
pensee  par  l'apport  d'un  (ou  plusieurs)  metabo¬ 
lite^)  fourni(s)  par  le  milieu  (souches 
auxotrophes).  Parmi  ceux-ci,  les  auteurs  selection- 
nent  les  mutants  exigeant  uniquement  l'acide 
amine  arginine  ;  ces  souches,  notees  Arg“,  sont 
aptes  a  croitre  sur  le  milieu  minimum  auquel  on  a 
ajoute  ce  seul  acide  amine  (milieu  supplemente). 


Apres  une  analyse  genetique,  seules  sont  conser¬ 
ves  les  souches  presentant  une  mutation  recessive 
n'affectant  qu'un  seul  gene.  Celles-ci  sont  ensuite 
testees  pour  leur  croissance  sur  des  milieux  supple¬ 
ment's  en  divers  composes  chimiquement  proches 
de  l'arginine,  tels  que  l'ornithine  ou  la  citrulline  ; 


selon  les  biochimistes,  ces  deux  composes  sont 
censes  participer  a  la  synthese  de  l'arginine  chez 
les  Animaux.  Ce  test  trophique  permet  d'identifier 
trois  categories  de  mutants  Arg“,  selon  leur  crois¬ 
sance  ou  non  sur  ces  divers  milieux,  c'est-a-dire  en 
fonction  de  leur  capacite  a  utiliser  ces  produits 
pour  les  transformer  en  arginine,  seul  metabolite 
utilisable  dans  la  synthese  des  proteines.  Enfin,  sur 
la  base  du  principe  que,  si  un  compose  interme- 
diaire  nourrit  une  souche,  c'est  que  la  mutation 
concerne  une  etape  situee  en  amont,  ces  trois 
groupes  peuvent  etre  classes  de  sorte  que  les  trois 
composes  :  ornithine,  citrulline  et  arginine, 
s'ordonnent  en  une  chaine  lineaire  (voir  figure  4.2). 

Le  test  de  complementation  fonctionnelle  (voir 
chapitre  3)  montre  que,  dans  chacun  des  3  groupes 
de  mutants,  plusieurs  souches  differentes  ont  une 
fonction  distincte  alteree,  ce  qui  suggere  que 
chaque  etape  de  la  synthese  de  l'arginine  est 
controlee  par  un  seul  gene.  Les  biochimistes  prou- 
vent  rapidement  qu'une  souche  de  Neurospora  por- 
tant  un  gene  mute  Arg“  donne  se  distingue  de  la 
souche  sauvage  par  l'absence  de  l'activite  enzyma- 
tique  permettant  la  transformation  d'un  produit 
specifique  en  un  autre  produit,  situe  plus  en  aval 
dans  la  chaine.  La  conclusion  fondamentale  de  ces 
etudes  est  la  suivante  :  la  presence  d'un  gene  mute 
entraine  l'absence  d'une  activite  enzymatique  spe¬ 
cifique,  qui  est  fonctionnelle  dans  la  souche  sau¬ 
vage,  le  gene  sauvage  gouvernant  done  la 
synthese  d'une  proteine  active. 

Beadle  et  Tatum  ont  generalise  cette  idee  en 
formulant  la  theorie  :  un  gene  -  une  enzyme. 
Celle-ci  constitua  une  revolution  en  genetique  et 
fut  tres  fructueuse  car  non  seulement  elle  propo¬ 
sal  un  mode  d'action  precis  des  genes,  mais  sur- 
tout  elle  foumissait  un  outil  pour  l'analyse  de  tout 
le  metabolisme  intermediaire.  En  quelques  annees 
(de  1945  a  1965  environ,  epoque  de  la  genetique 
dite  physiologique),  la  connaissance  de  ce  dernier 
devait  rapidement  progresser,  dans  des  orga- 
nismes  tres  divers.  Cette  hypothese,  qui  constitue 
un  exemple  de  la  regie  de  correspondance  evo- 
quee  plus  haut,  rend  parfaitement  compte  des  faits 
observes  dans  le  cas  de  l'alcaptonurie  ;  en  effet, 
lorsqu'une  chaine  metabolique  est  interrompue  au 
niveau  d'une  etape,  le  compose  situe  en  amont  du 
blocage  n'est  plus  transforme  et  s'accumule  forte- 
ment,  au  point  de  devenir  facilement  detectable  (et 
excrete,  dans  ce  cas  precis),  alors  que  ce  n'est  pas 
le  cas  dans  la  situation  normale. 
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Figure  4.2 

Principe  des  experiences  realisees  par  Beadle  et  Tatum  sur  Neurospora 

(1)  Phenotype  nutritionnel  de  la  souche  sauvage  et  des  3  types  de  souches  mutantes  Arg~  isolees  par  Beadle  et  Tatum. 
Les  4  milieux  de  culture  permettent  d'ordonner  les  souches  mutantes  les  unes  par  rapport  aux  autres.  Elies  recouvrent 
7  categories  differentes  de  souches  (A  a  G)  definies  par  le  test  d'allelisme.  (2)  Chaine  de  biosynthese  de  Targinine  chez 
Neurospora  ;  elle  comprend  3  tron<;ons  dans  lesquels  chaque  etape  est  catalysee  par  une  enzyme  specifique,  dont  la 
synthese  est  gouvernee  par  un  gene.  Les  etapes  F  et  G  se  deroulent  dans  le  cytosol ;  toutes  les  autres  se  deroulent  au 
sein  de  la  matrice  mitochondriale.  Noter  l'intervention  de  l'ATP  dans  certaines  reactions. 


2.  PRINCIPES  DE  L'EXPRESSION 
DU  MATERIEL  GENETIQUE. 
LE  DOGME  FONDAMENTAL 


L'enonce  de  l'hypothese  «un  gene  -  une 
enzyme »  ne  prejugeait  pas  de  la  fapon  dont  on 
peut  passer  de  l'un  a  l'autre  ;  il  faut  rappeler  qu'a 
cette  epoque,  non  seulement  on  ignorait  la  struc¬ 
ture  de  l'ADN  et  celle  des  proteines,  mais  on 
n'etait  pas  encore  vraiment  convaincu  que  l'ADN 
etait  le  support  des  caracteres  hereditaires.  L'etape 
fondamentale  suivante  a  consiste  a  demontrer  que 
Ton  pouvait  etablir  une  correspondance  etroite 
entre  deux  types  de  molecules,  qui  se  trouvaient 
etre  lineaires. 


2.1  Colinearite  du  gene  et  de  son  produit 


En  meme  temps  que  les  enzymologistes 
debrouillaient  l'echeveau  du  metabolisme  avec  ce 
nouvel  outil,  les  geneticiens  analysaient  la  struc¬ 
ture  fine  du  gene  et  mettaient  en  evidence  le  phe- 
nomene  de  recombinaison  intragenique.  Cette 
approche  etait  possible  grace  a  l'utilisation  de  nou- 
veaux  organismes  permettant  l'analyse  de  tres 
grands  nombres  de  descendants  issus  d'un  meme 
croisement,  en  particulier  les  Champignons  infe- 
rieurs  ( Ascobolus ,  Saccharomyces,  Sordaria...),  mais 
aussi  les  Bacteries  ou  les  Virus  (bacteriophages). 
La  recombinaison  intragenique  temoigne  du  fait 
qu'un  gene,  au  sens  fonctionnel,  peut  etre  decoupe 
en  sous-unites  mutables  et  recombinables  (echan- 
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geables  entre  chromosomes  homologues),  indepen- 
dantes  les  unes  des  autres.  Un  gene  a  une  structure 
lineaire  que  l'on  peut  representer  par  une  carte 
precise  de  sites  mutationnels,  dont  l'ordre  et  la 
distance  sont  fixes. 

En  parallele,  les  progres  de  la  biochimie  condui- 
sent  en  1953  a  la  demonstration  que  les  proteines 
sont  des  molecules  lineaires  non  ramifiees,  dont  le 
nombre  et  la  sequence  des  acides  amines  constitu- 
tifs  sont  egalement  definis  (sequencage  de  l'insu- 
line,  par  Sanger).  Cette  decouverte  revolutionne 
les  idees  que  l'on  avait  jusque-la  sur  la  structure 
de  ces  macromolecules,  mais  surtout  elle  permet 
d'etablir  une  correlation  entre  deux  structures 
lineaires  fonctionnellement  liees.  Le  concept  de 
colinearite  gene-proteine  traduit  la  correspon- 
dance  point  par  point,  existant  entre  des  sites 
mutes  au  niveau  d'un  gene,  et  des  acides  amines 
modifies  le  long  de  la  chaine  polypeptidique  alte- 
ree  dont  il  gouverne  la  synthese.  II  a  suffi  d'un 
nombre  limite  d'exemples  concordants  pour  que 
cette  idee  s'impose  ;  le  plus  celebre  est  celui  de  la 
tryptophane  synthetase  de  Escherichia  coli 
(E.  coli)  (voir  figure  4.3).  La  colinearite  etant  etablie, 
restait  la  question  de  savoir  comment  les  genes 
gouvernent  la  synthese  des  proteines  ;  il  s'agissait 
non  seulement  d'identifier  les  molecules  et/ou  la 
machinerie  mises  en  oeuvre,  mais  aussi  de  decryp- 


ter  le  systeme  de  codage  assurant  la  correspon- 
dance  entre  les  sequences  de  nucleotides  et 
d'acides  amines. 


2.2  Necessity  d'une  molecule  intermediaire 
entre  le  gene  et  la  proteine 


La  notion  de  colinearite  debouchant  directe- 
ment  sur  celle  de  matrice,  il  etait  logique  de  penser 
que  l'ADN  pouvait  servir  directement  a  ordortner 
les  acides  amines  au  cours  de  leur  polymerisation. 
Or  il  est  tres  vite  apparu  que  le  mecanisme  devait 
etre  plus  complique  que  le  simple  recopiage  d'une 
matrice  d'acide  nucleique,  car  il  n'existe  aucune 
affinite  chimique  entre  les  groupements  lateraux 
des  acides  amines  et  les  bases  des  nucleotides.  Il 
n'est  pas  possible  d'aligner  l'ensemble  d'une  struc¬ 
ture  peptidique  de  proteine  sur  une  structure 
nucleotidique  de  gene.  Par  ailleurs,  plusieurs 
observations  prouvent  que  l'ADN  n'est  pas  indis¬ 
pensable  en  soi  a  la  synthese  des  proteines  :  depuis 
les  annees  50,  il  existe  des  systemes  acellulaires  de 
traduction  dans  lesquels  la  polymerisation  in  vitro 
des  polypeptides  se  fait  en  l'absence  d'ADN,  et  on 
sait,  chez  les  Eucaryotes,  que  la  synthese  des  pro¬ 
teines  a  lieu  dans  le  cytoplasme,  alors  que  presque 
tout  l'ADN  est  localise  dans  le  noyau. 


gene  B  gene  A 


Figure  4.3 

Principe  de  la  colinearite  dans  le  gene  A  de  la  tryptophane  synthetase  de  Escherichia  coli 


(1)  Carte  genetique  fine  du  gene  A  ;  chaque  souche  mutante  est  identifiee  par  une  lettre  et  un  nombre,  et  les  distances 
entre  les  mutations  sont  indiquees  (%  de  recombinaison).  (2)  Representation  des  acides  amines  de  la  chaine  polypepti¬ 
dique  sauvage,  correspondant  a  la  region  C  terminale  du  gene  A.  (3)  Nature  des  acides  amines  substitues  rencontres 
dans  les  souches  mutantes. 
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Puisque  l'ADN  ne  faisait  pas  office  de  matrice, 
on  a  suppose  qu'une  espece  moleculaire  interme- 
diaire  devait  exister,  a  laquelle  l'information  gene- 
tique  pouvait  etre  transferee.  De  tres  nombreuses 
observations,  essentiellement  realisees  chez  les 
Eucaryotes,  et  developpees  dans  le  chapitre  8,  ont 
suggere  que  le  meilleur  candidat  pour  cette  mole¬ 
cule  messagere  (au  sens  large)  etait  l'ARN  ;  les 
principaux  arguments  sont  les  suivants  : 

-  les  analyses  cytochimiques  de  Caspersson  et 
Brachet  (1940)  montrent  que  la  quantite  de  pro¬ 
teines  synthetisees,  chez  les  Eucaryotes,  est  pro- 
portionnelle  a  la  teneur  en  ARN  cytoplasmique  ; 

-  EARN  est  fabrique  dans  le  noyau,  au  contact  de 
l'ADN,  puis  il  gagne  le  cytoplasme,  ou  il 
«declenche»  des  fonctions  specifiques,  dont  la 
plupart  sont  liees  a  l'existence  de  proteines  enzy- 
matiques  ou  structurales  (voir  figure  8.9) ; 

-  EARN  peut,  par  sa  structure,  representer  une 
copie  de  l'information  contenue  dans  l'ADN. 

Les  rapports  entre  ADN,  ARN  et  proteines,  sont 
resumes  dans  le  dogme  fondamental  de  la  biolo- 
gie  moleculaire,  qui  indique  le  sens  du  flux  de 
l'information  genetique : 

ADN  — >  ARN  -4  PROTEINES 

On  appelle  transcription  le  mecanisme  qui 
assure  la  fabrication  d'ARN  a  partir  de  l'ADN  ;  il 
s'agit  d'un  processus  de  recopiage  de  l'informa- 
tion  genetique  decoulant  de  la  nature  meme  de 
l'organisation  des  acides  nucleiques,  basee  sur  la 
complementarite  des  paires  de  bases  AT  (ou  AU) 
et  GC  dans  des  structures  double-brin.  Ce  proces¬ 
sus  contribue  aussi  a  segmenter  le  message  heredi- 
taire,  pour  produire  des  molecules  informatives 
utilisables  pour  la  synthese  des  proteines. 

La  traduction  permet,  quant  a  elle,  la  synthese 
des  proteines  ;  elle  est  basee  sur  un  principe  tres 
different  et  sur  l'existence  d'une  machinerie  com- 
plexe,  qui  sera  decrite  plus  loin.  En  effet,  EARN, 
pas  plus  que  l'ADN,  ne  peut  etre  directement  uti¬ 
lise  pour  ordonner  les  acides  amines.  Jusqu'a  la  fin 
des  annees  50,  on  a  cru  que  tous  les  ARN  avaient 
une  fonction  de  matrice  (au  sens  de  message)  pour 
la  synthese  des  proteines  ;  la  decouverte  des  ARN 
messagers  (ARNm),  molecules  ayant  un  role  bien 
specifique  dans  le  processus  de  traduction,  devait 
bouleverser  les  conceptions  courantes  (voir  l'encart 
suivant). 

On  connait  cependant  une  exception  au  dogme 
fondamental,  representee  par  le  phenomene 
remarquable  de  la  transcription  inverse  ;  celle-ci 


assure  le  passage  d'une  molecule  d'ARN  a  un  seg¬ 
ment  d'ADN  double-brin.  Cette  operation  est 
decrite  en  particulier  lors  du  cycle  des  Retrovirus 
(voir  chapitre  14). 

Encart  historique 

Decouverte  des  ARNm  procaryotiques 

En  1958,  Volkin  et  Astrachan,  travaillant  sur  le 
cycle  du  bacteriophage  T2,  montrent  que  le 
materiel  genetique  de  ce  Virus  entraine,  tres 
rapidement  apres  l'infection  de  la  cellule-hote, 
le  blocage  des  syntheses  des  ARN  et  des  pro¬ 
teines  endogenes.  Toute  la  machinerie  cellulaire 
de  transcription  et  de  traduction  est  detournee 
pour  fabriquer  les  seuls  constituants  viraux. 
Ayant  marque  les  Bacteries  infectees  avec  du  32P 
au  moment  exact  du  cycle  ou  le  Virus  paralyse 
le  genome  bacterien,  les  auteurs  mettent  en  evi¬ 
dence  la  synthese  fugace  d'un  ARN  tres 
instable.  Celui-ci  est  remarquable,  en  ce  sens 
que  sa  composition  globale  en  nucleotides  est 
identique  a  celle  de  l'ADN  phagique.  Ce  resul- 
tat  etonnant  laissa  les  auteurs  perplexes  et  ne 
fut  pas  correctement  interprete  ;  l'idee  d'un 
ARN  « messager  »  n'etait  pas  encore  dans  l'air  ! 

En  1960,  d'autres  auteurs  reprennent  des  expe¬ 
riences  basees  sur  le  meme  principe,  mais  en  les 
appliquant  a  des  Bacteries  normales,  non  infec¬ 
tees.  Des  marquages  tres  courts  avec  de  l'uridine 
32P  conduisent  a  la  production  d'ARN  radioactifs 
qui  ne  peuvent  etre  identifies,  apres  diverses 
analyses,  ni  a  des  ARNr,  ni  a  des  ARNt.  Leur 
grande  faille,  l'heterogeneite  de  leurs  masses 
moleculaires,  leur  faible  abondance,  en  font  une 
nouvelle  categorie  d'ARN.  A  nouveau  sur  le 
systeme  du  bacteriophage  T2,  il  fut  montre  que 
la  molecule  instable  decrite  plus  haut  s'associait 
de  fa  con  reversible  aux  ribosomes  preexistants 
de  la  cellule,  sur  lesquels  se  fabriquent  les  pro¬ 
teines  virales.  Il  etait  alors  clair  qu'une  molecule 
d'ARN,  specifique  d'un  genome  donne,  fonc- 
tionnant  comme  messager  entre  l'ADN  et  les 
proteines,  intervenait  dans  la  synthese  des  pro¬ 
teines,  aussi  bien  dans  les  conditions  normales 
qu'apres  une  infection  virale. 


2.3  Machinerie  de  synthese  des  proteines 


Il  a  ete  demontre,  des  le  debut  des  annees  50, 
que  la  synthese  in  vitro  des  proteines  pouvait  etre 
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obtenue  dans  un  systeme  acellulaire  simple, 
derive  d'un  homogenat  de  cellules  de  foie  ;  celui-ci 
contient  seulement  un  extrait  de  proteines  et 
d'ARN  solubles,  des  ribosomes  purifies,  de  l'ATP 
et  des  ions  Mg2+.  Dans  ce  systeme  biochimique 
reconstitue,  des  acides  amines  radioactifs  sont 
incorpores  dans  des  proteines.  Ce  type  d'observa- 
tion  fut  rapidement  generalise  a  d'autres  types  cel- 
lulaires  eucaryotiques,  ainsi  qu'aux  Procaryotes. 
Le  composant  majeur  du  systeme  etant  constitue 
par  les  ribosomes,  on  a  d'abord  cru  qu'ils  etaient 
differents  les  uns  des  autres  et  qu'ils  portaient  eux- 
memes  l'information  genetique  correspondant  aux 
proteines  dont  ils  assuraient  la  syn these.  II  fut 
cependant  vite  demontre  que  ces  particules  etaient 
toutes  identiques  dans  les  cellules,  contenant  en 
particulier  les  memes  ARN  (ARNr),  et  qu'elles  ne 
pouvaient  done  pas  constituer  le  message  speci- 
fiant  les  proteines.  Cette  constatation  posait  done 
la  question  de  l'origine  et  de  la  nature  de  l'espece 
moleculaire  responsable  de  cette  specificite  ;  la 
decouverte  des  ARNm  chez  les  Procaryotes,  a  la 
fin  de  la  decennie,  apportait  la  reponse. 

Des  experiences  de  marquage  court  ( pulse  ;  voir 
chapitre  3),  par  des  precurseurs  radioactifs  de  pro¬ 
teines,  de  cellules  telles  que  des  reticulocytes  (qui 
fabriquent  abondamment  une  seule  proteine  :  la 
globine),  ont  conduit  a  identifier  le  lieu  exact  de  la 
polymerisation  des  acides  amines  au  sein  du  hya- 
loplasme.  Grace  a  la  technique  de  centrifugation 
en  gradient  de  saccharose,  il  est  demontre  que  les 
proteines  naissantes  sont  associees  a  des  ribo¬ 
somes  assembles  en  chapelets  (polysomes),  et 
reunis  par  une  longue  molecule  d'ARN  (A.  Rich, 
1963).  La  microscopie  electronique  permet  de 
visualiser  ces  structures  qui  participent  a  la  syn- 
these  proteique  ;  l'intervention  de  l'ARNm  est  ainsi 
confirmee  de  maniere  directe  chez  les  Eucaryotes. 


2.4  Dechiffrage  du  code  genetique 


La  question  du  passage  d'un  alphabet  de 
quatre  lettres  (celui  des  acides  nucleiques)  a  un 
alphabet  de  vingt  lettres  (dans  les  proteines)  est 
celle  du  code  genetique,  e'est-a-dire  du  systeme 
de  correspondance  formelle  existant  entre  les  deux 
categories  de  sequences.  Des  considerations 
mathematiques  simples  conduisent  a  l'idee  qu'il 
faut  au  minimum  faire  intervenir  des  groupes  de 
trois  nucleotides  successes  (triplets),  pour  specifier 


les  acides  amines.  Des  experiences  de  genetique 
chez  les  bacteriophages  suggerent  aussi  que  trois 
nucleotides  sont  suffisants  pour  assurer  le  codage  ; 
on  appelle  codons  ces  unites  elementaires  d'infor- 
mation  genetique. 

Les  experiences  de  dechiffrage  de  ce  dernier 
debutent  en  1961  ;  elles  utilisent  les  systemes  de 
traduction  in  vitro  et  des  ARNm  artificiels,  qu'une 
technologie  enzymatique  permet  de  synthetiser.  Le 
premier  codon  identifie  est  celui  specifiant  la  phe¬ 
nylalanine,  qui  est  polymerisee  en  polypeptide,  si 
l'on  utilise  une  matrice  d'ARN  constitute  unique- 
ment  de  U  (poly  U).  Le  principe  des  matrices  arti- 
ficielles  monotones  (poly  A,  poly  C...),  puis  des 
copolymeres  aleatoires  (poly  A,  C,  par  exemple), 
qui  peuvent  contenir  huit  triplets  differents, 
conduit  a  l'identification  d'un  nombre  croissant  de 
codons.  Une  nouvelle  approche,  qui  ne  peut  etre 
decrite  ici,  basee  sur  l'utilisation  de  simples  trinu¬ 
cleotides,  et  ne  necessitant  pas  la  synthese  com¬ 
plete  d'un  polypeptide,  a  permis  en  tres  peu  de 
temps  de  tracer  le  tableau  complet  des  64  codons 
du  code  genetique  universel  (voir  tableau  4.1). 


1e  position 
extremite  5' 


u 

c 

A 

G 


Code  genetique  universel 

Noter  que  plusieurs  codons  specifient  un  meme  acide 
amine  (degenerescence  du  code).  II  existe  un  seul  codon 
Met  (AUG),  mais  on  a  mis  en  evidence  deux  types 
d'ARNtmet,  intervenant  dans  le  demarrage  et  dans  l'elon- 
gation  de  la  chaine  polypeptidique.  Trois  codons  stop 
sont  identifies  :  UAA,  UAG  et  UGA. 


u 

2‘  position 

C  A 

G 

3”  position 
extremite  3' 

Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

U 

Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

c 

Leu 

Ser 

STOP 

STOP 

A 

Leu 

Ser 

STOP 

Trp 

G 

Leu 

Pro 

His 

Arg 

U 

Leu 

Pro 

His 

Arg 

C 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

A 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

G 

lie 

Thr 

Asn 

Ser 

U 

lie 

Thr 

Asn 

Ser 

C 

lie 

Thr 

Lys 

Arg 

A 

Met 

Thr 

Lys 

Arg 

G 

Val 

Ala 

Asp 

Gly 

U 

Val 

Ala 

Asp 

Gly 

C 

Val 

Ala 

Glu 

Gly 

A 

Val 

Ala  Glu 

Tableau  4.1 

Gly 

G 
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3.  MECANISMES  MOLECULAIRES 
ET  PRODUITS 
DE  LA  TRANSCRIPTION 
DES  GENES 


3,1  Principe  de  la  transcription 


La  synthese  de  l'ARN  necessite  trois  acteurs  : 

-  un  modele  d'ADN  qui  sert  de  matrice  sur  l'un  de 
ses  brins ; 

-  les  quatre  monomeres  precurseurs  de  l'ARN  :  les 
quatre  ribonucleotides  sous  forme  triphosphate 
(ATP,  UTP,  CTP  et  GTP) ; 

-  une  enzyme  :  l'ARN  polymerase  (dite  ADN 
dependante)  qui  catalyse  l'ensemble  des  reactions 
aboutissant  a  la  copie  fidele  du  brin  matrice. 

Comme  c'est  le  cas  dans  la  synthese  de  toutes 
les  chaines  polynucleotidiques,  la  croissance  de  la 
chaine  neoformee  d'ARN  s'effectue  a  son  extre- 
mite  3'  OH.  La  fonction  alcool  du  ribose,  qui  se 
presente  au  nouveau  nucleotide  triphosphate 
allongeant  la  chaine,  permet  la  soudure,  avec  eli¬ 


mination  simultanee  de  pyrophosphate.  Tous  les 
nucleotides  triphosphates  sont  des  molecules 
riches  en  energie  (c'est-a-dire  que  leur  hydrolyse 
est  thermodynamiquement  tres  favorisee),  au 
meme  titre  que  l'ATP,  et  c'est  l'hydrolyse  d'une 
liaison  phosphoanhydride  qui  permet  l'accrochage 
des  nucleotides  entre  eux  le  long  de  la  chaine.  De 
meme  que  pour  les  deux  brins  d'une  molecule 
d'ADN,  le  brin  d'ADN  transcrit  et  TARN  comple- 
mentaire  sont  antiparalleles,  et  susceptibles  de  for¬ 
mer  une  double  helice.  Lors  du  processus 
transcriptionnel,  la  molecule  d'ADN  doit  s'ouvrir, 
se  denaturer  localement  et  de  fagon  transitoire, 
afin  que  la  polymerase  puisse  recopier  un  des 
brins  ;  le  principe  de  la  transcription  est  donne 
dans  la  figure  4.4. 

En  principe,  n'importe  quel  brin  d'ADN,  sur  les 
deux  constituant  la  molecule,  peut  etre  transcrit 
selon  ce  mecanisme,  mais  nous  verrons  qu'en 
general,  Tun  des  deux  seulement,  le  long  d'un  seg¬ 
ment  donne,  est  utilise  pour  fabriquer  TARN. 
Cependant,  le  long  d'une  molecule  d'ADN,  les 
regions  transcrites  ne  concernent  pas  toujours  le 
meme  brin  ;  cela  signifie  que,  sur  un  certain  seg¬ 
ment  d'ADN,  la  polymerase  progresse  dans  un 
sens  donne  sur  un  brin,  tandis  qu'un  peu  plus  loin 


sens  de  la  synthese 

zone  de  relachement  de  I'ADN  de  l'ARN  ►  zone  de  contrainte  de  I'ADN 


Figure  4.4 

Mecanisme  general  de  la  transcription 

L'oeil  de  denaturation  de  I'ADN,  au  niveau  duquel  la  molecule  d'ARN  complementaire  du  brin  matrice  est  fabriquee, 
progresse  regulierement  le  long  de  la  molecule  d'ADN  (structure  a  trois  brins  :  triplex).  L'ARN  polymerase,  situee 
dans  cet  oeil  au  niveau  du  point  d'accrochage  entre  I'ADN  et  TARN,  est  done  localisee  du  cote  3'  OH  de  la  molecule  en 
cours  de  synthese,  alors  que  le  groupement  5'  Ph  se  trouve  a  l'autre  extremite,  qui  est  libre.  La  chaine  d'ADN  non 
copiee,  de  meme  sequence  que  TARN,  est  parfois  nommee  brin  codant  ou  brin-sens. 
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elle  peut  progresser  en  sens  inverse,  sur  l'autre 
brin ;  ceci  est  illustre  sur  la  figure  4.5. 

Au  sein  des  genomes,  les  molecules  d'ADN  sont 
generalement  de  tres  grande  taille  et  contiennent 
un  nombre  eleve  de  genes.  Le  cas  limite  est  celui 
des  genomes  bacteriens  qui  n'ont  qu'une  seule 
molecule  d'ADN  pour  tout  support  de  leur  infor¬ 
mation  genetique  ;  les  genomes  d'organites  et  la 
plupart  des  genomes  viraux  rentrent  aussi  dans 
cette  categorie.  Le  message  hereditaire,  qui  est 
caracterise  par  une  structure  lineaire  continue,  doit 
etre  fragments  en  sous-unites  d 'information,  et 
ceci  se  realise  au  cours  de  la  transcription. 

Chaque  gene  constitue  theoriquement  une 
unite  de  transcription,  qui  doit  avoir  un  debut  et 
une  fin  (bien  que  cela  soit  plus  complique  !  ;  voir 
plus  loin).  II  existe  en  fait,  le  long  de  l'ADN,  des 
signaux  reconnus  par  l'ARN  polymerase,  mar- 
quant  le  commencement  et  la  fin  du  processus 
transcriptionnel ;  c'est  egalement  a  leur  niveau  que 
cette  enzyme  choisit  le  brin  qu'elle  doit  transcrire, 
ce  qui  decide  de  la  direction  dans  laquelle  elle 
part.  Ces  signaux  sont  constitues  par  des 
sequences  de  nucleotides  particulieres,  generale¬ 
ment  communes  a  tous  les  genes  et  a  tous  les  orga- 
nismes,  bien  que  differentes  chez  les  Procaryotes 
et  les  Eucaryotes.  Ces  sequences  tres  homologues 
(dites  sequences  consensus)  sont  nominees  promo- 
teurs  et  terminateurs  ;  nous  decrirons  plus  loin 
celles  propres  aux  Bacteries. 


3.2  Produits  de  la  transcription  : 
les  differentes  classes  d'ARN 


La  transcription  conduit  a  la  production  de 
molecules  d'ARN  appartenant  a  trois  grandes 
families,  presentes  chez  tous  les  etres  vivants. 
Chacune  de  ces  categories  d'ARN  a  un  role  bien 
precis  dans  la  synthese  des  proteines  ;  une  qua- 
trieme  categorie,  specifique  des  Eucaryotes,  sera 
decrite  dans  le  chapitre  8. 

3.2.1.  Les  ARN  ribosomiques,  ou  ARNr 

Ils  interviennent  dans  la  realisation  de  la  struc¬ 
ture  de  grosses  particules  ribonucleoproteiques, 
communes  a  tous  les  etres  vivants,  appelees  ribo¬ 
somes.  II  s'agit  d'assemblages  complexes  de  pro¬ 
teines  et  de  molecules  d'ARN,  organises  en  deux 
sous-unites  de  taille  differente  ;  la  plus  grosse  des 
deux  contient  deux  ou  trois  molecules  d'ARNr, 
tandis  que  la  plus  petite  n'en  contient  qu'une  (leur 
organisation  sera  detaillee  plus  loin). 

Chez  les  Procaryotes,  il  existe  trois  categories 
d'ARNr,  qui  ont  les  tailles  suivantes  :  2  900,  1  540 
et  120  nucleotides  ;  ils  sont  quelquefois  designes 
par  leurs  coefficients  de  sedimentation,  etablis  par 
la  technique  de  centrifugation  analytique  (voir 
chapitre  3),  et  valant  respectivement  :  23  S,  16  S  et 
5  S.  Chez  les  Eucaryotes,  on  trouve  quatre  catego¬ 
ries  d'ARNr,  codes  dans  le  genome  nucleaire,  dont 
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Figure  4.5 

Schema  d'un  segment  de  chromosome  comportant  plusieurs  genes  successifs 

Ce  schema  montre  que  ce  n'est  pas  toujours  le  meme  brin  d'ADN  qui  est  transcrit  selon  les  genes.  Les  promoteurs, 
situes  en  amont  des  genes  et  reconnus  par  l'ARN  polymerase,  sont  indiques  en  hachure,  tandis  que  les  brins-matrice 
de  chaque  gene,  sur  lesquels  les  ARN  sont  recopies,  sont  figures  en  traits  epais. 
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les  tailles  sont  de  4  700,  1  900,  160  et  120  nucleo¬ 
tides  (28  S,  18  S,  5,8  S  et  5  S).  Nous  verrons  plus 
loin  que  leurs  organites  semi-autonomes  (mito- 
chondries  et  plastes)  possedent  des  ribosomes  spe- 
cifiques,  et  done  des  ARNr  propres. 

Dans  les  genomes  bacteriens,  les  trois  categories 
d'ARNr  sont  codees  par  des  genes  presents  en 
plusieurs  copies  (sept  chez  E.  coli)  ;  ces  genes  sont 
regroupes  en  ensembles  contenant  chacun  un 
exemplaire  de  chaque  espece  moleculaire  (et  asso- 
ciant  aussi  des  ARN  de  transfert,  dont  nous  parle- 
rons  plus  loin).  Ces  ensembles  constituent  des 
unites  de  transcription,  dans  la  mesure  ou  un  seul 
ARN  geant  est  fabrique,  a  partir  duquel  les  diffe- 
rents  ARN  individuels  seront  obtenus  par  decou- 
pages  successifs.  La  stoechiometrie  des  ARN  dans 
les  particules  ribosomiques  (1,  1, 1)  est  done  impo- 
see  des  le  depart  par  l'organisation  meme  de  leurs 
genes  et  leur  mode  de  transcription. 

Les  genes  codant  les  ARNr  chez  les  Eucaryotes 
seront  etudies  dans  le  chapitre  8  ;  nous  verrons 
qu'ils  ont  aussi  une  structure  complexe,  et  qu'il 
existe  un  nombre  eleve  de  copies  par  genome. 
L'existence  tres  generale  de  copies  multiples  pour 
ces  genes,  contrairement  a  ce  qui  sera  observe 
pour  les  ARN  messagers  (en  raison  de  l'amplifica- 
tion  de  l'information  qui  se  deroule  lors  de  la  tra¬ 
duction  ;  voir  plus  loin),  est  a  rapprocher  du  fait 
que  les  ARNr  sont  des  molecules  de  structure 
entrant  dans  la  constitution  des  ribosomes,  qui 
existent  en  abondance  dans  toutes  les  cellules.  Les 
ARNr  represented  pres  de  80  %  de  la  masse  des 
ARN  totaux  ;  ils  sont  caracterises  par  une  grande 
stabilite  metabolique  et  une  duree  de  vie  impor- 
tante  a  l'echelle  de  la  vie  des  cellules.  Ceci  tient  au 
fait  qu'ils  appartiennent  a  des  structures  contenant 
des  proteines,  ce  qui  conduit  a  les  stabiliser  consi- 
derablement. 

Les  ARNr  presented  deux  particularites  remar- 
quables. 

•  Ils  contiennent  de  nombreuses  sequences 
autocomplementaires,  de  sorte  que  se  realised  de 
multiples  appariements  internes  (segments  en 
double  helice)  et  des  structures  secondaires  locales 
telles  que  des  «epingles  a  cheveux»,  ou  des  sys- 
temes  dits  «tige-boucle».  Tous  ces  segments  en 
double-brin  et  simple-brin  compactent  la  molecule 
et  l'organisent  dans  l'espace  selon  un  schema  bien 
precis.  La  representation  de  la  structure  secondaire 
plane  de  l'ARNr  16  S  bacterien  est  donnee  dans  la 
figure  4.6. 
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Figure  4.6 

Organisation  comparee  de  la  structure  secondaire  de 
l'ARNr  1 6  S  de  Escherichia  coli  (1)  et  de  celle  d'une  partie 
de  l'ARNr  1 8  S  de  la  levure  de  biere  (2) 

Noter  la  ressemblance  globale  des  diverses  structures 
« tige-boucle »  rencontrees  le  long  des  deux  molecules. 
De  nombreuses  proteines  reconnaissent  en  fait  des 
domaines  de  ces  molecules  pour  pouvoir  s'y  associer  par 
des  liaisons  faibles  et  constituer  les  particules  riboso¬ 
miques. 


•  L'organisation  generale  de  cette  structure  est 
remarquablement  conservee,  non  seulement  chez 
les  Procaryotes,  mais  aussi  chez  les  ARNr  d'ori- 
gine  nucleaire  des  Eucaryotes,  ainsi  que  ceux  ren¬ 
contres  dans  leurs  organites  semi-autonomes. 

Cette  conservation  de  la  structure  est  realisee 
malgre  une  certaine  divergence  au  niveau  des 
sequences  primaires  ;  ceci  traduit  a  la  fois  une  ori- 
gine  evolutive  commune  tres  ancienne,  et  l'exis¬ 
tence  de  contraintes  structurales  fortes,  inherentes 
a  l'organisation  et  au  fonctionnement  du  ribosome 
lui-meme.  L'interet  d'une  telle  situation,  comme 
chaque  fois  qu'il  existe  des  molecules  presentant 
de  fortes  homologies  de  sequence,  chez  des  orga- 
nismes  divers,  est  que  l'on  peut  etablir  des  paren- 
tes  entre  molecules  et  retracer  des  processus 
evolutifs.  Les  ARNr,  presents  chez  tous  les  etres 
vivants,  sont  devenus  depuis  quelques  annees  des 
outils  privilegies  d'analyse  des  Evolutionnistes 
(voir  chapitre  16). 

3.2.2.  Les  ARN  de  transfert,  ou  ARNt 

Ce  sont  les  ARN  les  plus  abondants  apres  les 
ARNr  (10  a  15  %  des  ARN  cellulaires).  Ils  sont  tous 
de  tres  petite  taille,  leur  longueur  n'excedant  jamais 
80-90  nucleotides  (soit  une  masse  moleculaire  de 
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26  a  29  kDa  et  un  coefficient  de  sedimentation  de 
4  S  environ),  d'ou  leur  ancienne  denomination  : 
ARN  solubles.  En  raison  de  leur  faible  masse 
moleculaire,  le  nombre  absolu  de  ces  molecules 
par  cellule  est  considerable.  Du  fait  de  leurs  pro- 
prietes  physiologiques  et  structurales  tres  voisines, 
il  a  ete  longtemps  tres  difficile  de  purifier  des 
especes  distinctes  d'ARNt  en  quantites  impor- 
tantes.  La  sequence  nucleotidique  complete  et 
^organisation  en  structure  secondaire  du  premier 
ARNt  caracterise  furent  etablies  en  1964  ;  cette 
molecule,  qui  liait  specifiquement  l'alanine,  fut 
done  nominee  ARNtala.  On  a  montre  qu'il  existe 
plusieurs  dizaines  d'especes  differentes  d'ARNt 
(environ  40)  chez  les  Eucaryotes  ou  les  Procaryotes. 
Les  principales  caracteristiques  structurales  com¬ 
munes  a  tous  les  ARNt  connus  (il  y  en  a  plusieurs 
centaines  a  ce  jour)  peuvent  etre  tirees  de  l'analyse 
des  molecules  illustrees  dans  la  figure  4.7. 

Ces  ARN  sont  dits  «de  transfert»  car  ils  ont  un 
role  capital  dans  la  synthese  des  proteines  :  ils  per- 
mettent  la  lecture  precise  de  l'information  gene- 
tique  contenue  dans  les  ARN  messagers,  et 
participent  a  la  synthese  ordonnee  des  chaines 
polypeptidiques  a  partir  des  acides  amines  libres 
du  cytoplasme.  Leur  principale  propriety  est,  en 
effet,  de  pouvoir  etre  lies  specifiquement  a  un 
acide  amine  precis,  choisi  parmi  les  20  trouves 
dans  les  proteines.  Nous  examinerons  plus  loin  en 
detail  le  role  d'adaptateur  de  ces  ARNt,  lors  de 
l'etude  de  la  synthese  des  proteines.  Les  ARNt 
sont  fabriques  a  partir  de  precurseurs,  plus  longs 
d'environ  40  nucleotides,  qui  sont  l'objet  de  cou- 
pures  et  de  raccourcissements  successifs  catalyses 
par  differentes  enzymes  ;  ils  ont  aussi  pour  parti- 
cularite  de  posseder  dans  leur  sequence  de  tres 
nombreux  nucleotides  originaux  :  dihydro-uridine 
(DHU),  pseudo-uridine  (\|/),  methylguanosine 
(GMe),  etc.,  resultant  de  la  modification  chimique 
des  quatre  nucleotides  classiques  apres  la  trans¬ 
cription.  Tous  ces  processus  sont  rassembles  sous 
le  terme  general  de  maturation,  que  nous  precise- 
rons  dans  le  chapitre  8. 


3.2.3.  Les  ARN  messagers,  ou  ARNm 


Figure  4.7 

Structures  secondaire  et  tertiaire  d'une  molecule  d'ARNt 

La  structure  secondaire  plane,  dite  en  «feuille  de  trefle», 
est  formee  d'une  succession  de  tiges  double-brin  stabili- 
sees  par  des  paires  GC,  et  de  boucles  dont  la  longueur 
n'excede  pas  10  bases  (quelques  bases  modifiees  ont  ete 
localisees).  Cette  forme  plane  s'organise  dans  l'espace 
pour  donner  une  structure  tertiaire  compacte,  telle  que 
les  boucles  1  et  3  se  replient  l'une  sur  l'autre  et  que  la 
molecule  prend  l'aspect  d'un  L  majuscule  massif.  Les 
deux  parties  fonctionnellement  importantes  de  celle-ci  : 
l'anticodon  et  le  site  d'accrochage  de  l'acide  amine  en 
3'  OH,  sont  situees  aux  deux  extremites  opposees. 


Ils  sont  les  copies,  totales  ou  partielles,  des  genes 
codant  les  chaines  polypeptidiques  ;  l'information 
qu'ils  represented  se  lit  d'un  bout  a  l'autre  de  la 
sequence  codante,  traduite  en  proteine  (phase 
ouverte  de  lecture),  codon  apres  codon,  entre  des 
signaux  specifiques  de  demarrage  et  de  terminaison 


(voir  figure  4.8).  Cette  famille  d'ARNm  est  force- 
ment  tres  heterogene,  puisqu'il  y  a  autant  de  genes 
et  d'ARNm  correspondants,  qu'il  y  a  de  proteines 
differentes  ;  leurs  coefficents  de  sedimentation 
sont  done  tres  varies.  Dans  une  cellule  bacterienne, 
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Figure  4.8 

Organisation  et  fonctionnement  d'un  gene  de  proteine  typique 

Les  signaux  de  demarrage  (promoteur)  et  de  terminaison  (terminateur)  de  la  transcription  sont  portes  sur  la  molecule 
d'ADN,  et  ceux  de  la  traduction  sont  portes  sur  l'ARNm.  Chaque  acide  amine  de  la  proteine  est  code  par  un  triplet  de 
nucleotides.  Le  codon  ATG  code  la  methionine  (met.),  les  codons  TAA,  TAG,TGA  sont  des  codons  stop.  La  colinearite 
de  ces  trois  molecules  apparalt  clairement  sur  ce  schema. 


on  compte  plusieurs  milliers  d'ARNm  distincts,  et 
nettement  plus  dans  une  cellule  eucaryotique  (voir 
chapitre  8).  Contrairement  aux  genes  des  ARNr, 
ceux  codant  les  ARNm  sont  en  general  uniques 
dans  le  genome,  e'est-a-dire  qu'il  n'en  existe 
qu'une  copie,  ou  un  nombre  tres  limite  de  copies 
voisines.  A  tout  instant,  un  tres  grand  nombre 
d'entre  eux  sont  transcrits  afin  d'assurer 
l'ensemble  des  fonctions  vitales  des  cellules,  a  tra- 
vers  les  proteines  qu'ils  codent.  Le  processus  de 
traduction,  qui  utilise  les  ARNm  comme  source 
d'information  pour  specifier  les  sequences  pro- 
teiques,  sera  expose  plus  loin. 

Contrairement  aux  deux  classes  precedentes 
d'ARN,  il  existe  des  differences  majeures  entre  les 
ARNm  des  Procaryotes  et  ceux  des  Eucaryotes, 
tant  en  ce  qui  concerne  leur  synthese  que  leur 
organisation  et  leur  fonctionnement.  Les  ARNm 
procaryotiques  sont  directement  utilisables  apres 
leur  synthese  (voire  avant  la  fin  de  celle-ci),  pour 
la  fabrication  des  proteines,  car  ils  sont  des  copies 
directes  des  genes  et  ne  subissent  aucune  modi¬ 
fication  chimique  par  la  suite.  En  revanche,  les 
ARNm  des  Eucaryotes  ont  une  histoire  tres  com- 
plexe,  liee  a  l'organisation  discontinue  des 
sequences  codantes  dans  les  genes  ;  de  nom- 
breuses  et  profondes  modifications  chimiques,  ter¬ 
minals  ou  internes,  des  transcrits  de  ces  genes. 


interviennent  apres  la  transcription  proprement 
dite.  Le  detail  de  ces  phenomenes,  dits  de  matura¬ 
tion,  sera  donne  dans  le  chapitre  8. 

Pour  ce  qui  concerne  l'organisation  des  deux 
types  d'ARNm,  les  differences  sont  les  suivantes  : 
les  ARNm  procaryotiques  sont  de  grande  taille  et 
codent  en  general  plusieurs  proteines  (jusqu'a  une 
dizaine)  ;  on  dit  qu'ils  sont  polygeniques  (on  les 
qualifie  parfois  de  polycistroniques),  un  cistron 
etant  un  gene,  au  sens  fonctionnel  defini  plus  haut. 
Leur  fonctionnement  et  leur  mode  de  controle 
seront  decrits  un  peu  plus  loin.  En  revanche,  les 
ARNm  des  Eucaryotes  sont  generalement  plus 
courts  et  codent  presque  toujours  une  seule  pro¬ 
teine  ;  ils  sont  done  dits  monogeniques  (ou  mono- 
cistroniques). 

Une  caracteristique  commune  a  tous  les  ARNm 
est  leur  duree  de  vie,  qui  est  toujours  tres  infe- 
rieure  a  celle  des  deux  autres  categories  d'ARN. 
Chez  les  Procaryotes,  cette  duree  de  vie  est  tres 
courte  (de  quelques  secondes  a  quelques  minutes), 
tandis  que  chez  les  Eucaryotes,  on  observe  des 
durees  de  vie  variables  selon  les  ARNm,  mais  en 
moyenne  nettement  plus  longues  que  chez  les 
Bacteries  (voir  chapitre  8).  Malgre  leur  grande 
diversity  et  leur  nombre  eleve,  ces  molecules  ne 
representent  done,  chez  tous  les  etres  vivants, 
qu'une  toute  petite  partie  de  la  masse  de  l'ARN 
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total  (environ  5  %).  C'est  en  particulier  a  cause  de 
cette  faible  abondance  que  la  decouverte  des 
ARNm  a  ete  tardive  (debut  des  annees  60),  et  que 
leur  role  exact  d 'intermediate  entre  l'ADN  et  les 
proteines  a  ete  tres  difficile  a  mettre  en  evidence. 

Malgre  une  duree  de  vie  courte,  chaque  mole¬ 
cule  d'ARNm  peut  servir  a  la  fabrication  d'un 
grand  nombre  d'exemplaires  de  la  meme  chaine 
polypeptidique.  Comme,  par  ailleurs,  chaque  gene 
permet  la  synthese  d'un  grand  nombre  de  copies 
du  meme  ARNm,  on  a  un  systeme  tres  efficace 
d'amplification  de  l'information  genetique,  tel 
qu'une  seule  copie  de  chaque  gene  par  genome 
suffit  largement  a  la  production  de  milliers  de 
molecules  identiques  d'une  espece  proteique  don- 
nee.  II  faut  ajouter  que  la  duree  de  vie  des  pro¬ 
teines  est,  de  plus,  relativement  longue  par 
rapport  a  la  vie  de  la  cellule  (et  de  toute  fa  con  bien 
plus  longue  que  celle  des  ARNm). 


4.  ORGANISATION  DES  GENES 
DE  PROTEINES 
CHEZ  LES  PROCARYOTES 
ET  LES  EUCARYOTES 


4.1  Genes  procaryotiques 


La  disposition  et  l'organisation  des  genes  de 
proteines  chez  les  Bacteries  sont  caracterisees  par 
deux  traits  qui  les  opposent  de  maniere  fondamen- 
tale  a  ceux  des  Eucaryotes  :  1)  la  plupart  d'entre 
eux  sont  organises  en  unites  structurales  et  fonc- 
tionnelles  tres  compactes  appelees  operons  ;  2)  ils 
ne  possedent  pratiquement  que  des  sequences 
« utiles »  pour  la  synthese  des  proteines,  c'est-a- 
dire  qu'ils  sont  a  peu  pres  uniquement  constitues 
des  parties  codantes,  situees  entre  les  codons  de 
demarrage  et  de  terminaison  de  la  traduction.  La 
figure  4.9  illustre  la  difference  d'organisation  des 
genes  de  proteines  chez  les  Procaryotes  et  les 
Eucaryotes. 


Un  operon  est  une  succession  de  genes,  codant 
chacun  une  chaine  polypeptidique,  separes  les  uns 
des  autres  par  une  tres  faible  distance  entre  le 
codon  de  terminaison  de  l'un  et  le  codon  de 
demarrage  du  suivant  (1-2  nucleotides,  jusqu'a  20- 


30,  au  maximum).  La  principale  caracteristique 
d'un  operon  est  qu'il  est  transcrit  en  un  seul 
ARNm  polygenique  allant  d'un  bout  a  l'autre  de 
la  structure.  II  existe  un  seul  promoteur  (voir  plus 
loin),  situe  au  debut  de  l'operon,  en  amont  du 
point  de  depart  de  la  transcription,  du  cote  5'  de 
l'unique  ARNm  transcrit.  A  l'autre  extremite  de 
l'operon,  on  trouve  evidemment  un  seul  signal  de 
terminaison  de  la  transcription. 

Dans  le  detail,  un  ARNm  polygenique  bacterien 
est  done  constitue  ainsi : 

-  du  cote  5'  phosphate  (5'  P),  une  courte  sequence 
non  codante  est  comprise  entre  le  premier 
nucleotide  transcrit  et  le  codon  AUG  de  debut  de 
traduction  du  premier  gene.  Cette  sequence  de 
tete  (ou  leader)  contient  une  sequence  consensus 
de  six  nucleotides  (dite  de  Shine-Dalgarno  : 
AGGAGG),  qui  intervient  comme  un  signal  dans 
la  fixation  de  la  petite  sous-unite  du  ribosome, 
lors  de  l'etape  de  demarrage  de  la  traduction. 
Cette  sequence  est  responsable  du  fait  que  la 
petite  sous-unite  ne  se  fixe  pas  n'importe  ou,  le 
long  de  l'ARNm,  et  en  particulier  ne  commence 
pas  la  traduction  au  niveau  d'un  codon  AUG 
quelconque,  inclus  dans  la  sequence  codante  (car 
dans  une  proteine  il  y  a  d'autres  methionines 
que  celle  du  debut !) ; 

-  du  cote  oppose,  en  3'  OH,  on  trouve  une  courte 
sequence  non  codante,  dite  de  queue  (ou  trailer), 
situee  apres  le  dernier  codon  stop  du  dernier 
gene ; 

-  entre  les  deux  se  situent  les  phases  codantes  des 
differents  genes,  constitutes  de  triplets  ayant  un 
sens,  commencant  toutes  par  AUG,  et  toutes  ter- 
minees  par  un  UAA,  UAG  ou  UGA.  Les  courts 
segments  non  traduits  et  situes  entre  les  genes 
sont  nommes  segments  intergeniques  (voir 
figure  4.10)  ;  ils  peuvent  porter,  s'ils  sont  assez 
longs,  une  sequence  de  fixation  des  ribosomes.  II 
y  a  done  tres  peu  de  sequences  non  codantes 
dans  un  tel  ARN  messager. 

De  fa^on  tres  generale,  les  sequences  de  tete  et 
de  queue  non  traduites  des  ARNm  (procaryo¬ 
tiques  ou  eucaryotiques)  portent  des  signaux  de 
controle  de  la  traduction,  permettant  de  moduler 
leur  duree  de  vie  et  leur  niveau  d'utilisation. 

Une  autre  caracteristique,  commune  a  tous  les 
operons,  est  de  rassembler  des  genes  intervenant 
dans  un  meme  domaine  metabolique.  On  peut 
citer,  par  exemple,  l'operon  tryptophane  ou  bien 
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Figure  4.9 

Comparaison  de  I'organisation  des  genes  de  proteines  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes 


(1)  Les  premiers  ont  une  organisation  polygenique  et  une  structure  continue,  que  Ton  retrouve  integralement  dans 
l'ARNm  polygenique  qui  en  est  issu  ;  ce  dernier  code  ici  4  proteines  differentes.  (2)  Les  seconds  ont  une  organisation 
monogenique,  mais  discontinue  (structure  en  mosaique,  avec  des  introns  et  des  exons),  de  sorte  que  l'ARNm  final  qui 
est  produit,  derivant  des  seuls  exons  et  codant  une  proteine  unique,  ne  comporte  qu'une  partie  (parfois  mineure)  de  la 
sequence  de  l'ADN. 

Le  signal  AATAAA,  propre  aux  Eucaryotes,  sera  etudie  dans  le  chapitre  8. 

PO  :  promoteur/operateur  ;  P  :  promoteur ;  T  :  terminateur. 


sequences  codantes 


Figure  4.10 

Organisation  generale  d'un  ARNm  bacterien  polygenique 
Comparer  ce  schema  a  celui  de  la  figure  4.9  (1). 


Toperon  histidine,  qui  regroupent  la  plupart  des 
genes  (sinon  tous  !)  codant  les  enzymes  correspon- 
dant  aux  chaines  de  biosynthese  de  ces  acides  ami¬ 
nes,  et  comportent  respectivement  cinq  et  neuf 
genes  successifs.  L'interet  de  ce  regroupement  est 
evident  si  on  raisonne  en  termes  de  controle  coor- 
donne  de  l'ensemble  des  genes  associes  a  une 
meme  fonction.  Avec  une  seule  sequence  promo- 
trice  (et  une  seule  proteine  regulatrice),  la  Bacterie 
controle  d'un  seul  coup  la  synthese  de  plusieurs 
proteines,  a  travers  la  fabrication  d'un  seul  ARNm. 
Ce  moyen  de  controle  est  tres  economique  et  dans 
la  ligne  de  tout  ce  qui  sera  dit  plus  tard  au  sujet  de 
la  strategic  evolutive  des  Bacteries. 

L'operon  le  plus  classique,  car  le  premier  ana¬ 
lyse,  est  Toperon  lactose,  qui  comporte  trois  genes 


codant  des  proteines  intervenant  dans  l'utilisation 
de  ce  sucre  par  E.  coli  ;  son  fonctionnement  sera 
decrit  plus  loin. 

4.2  Genes  eucaryotiques 


Leur  caracteristique  majeure  est  qu'ils  sont 
constitues  d'une  succession  de  sequences  codantes 
et  non  codantes  d'ADN,  encadree  par  des 
sequences  de  demarrage  de  la  transcription  (et  de 
regulation)  en  5'  du  transcrit  et  de  sequences  de 
terminaison  en  3'.  Ces  genes  ont  done  une  struc¬ 
ture  discontinue,  contrairement  a  celle  de  la  quasi- 
totalite  des  genes  de  Procaryotes,  chez  qui  la  phase 
codante  est  continue  aussi  bien  au  niveau  de 
l'ADN  que  de  TARN  ;  on  parle  de  genes  morceles, 
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ou  en  mosai'que.  Les  sequences  codantes  d'ADN, 
dont  le  message  genetique  seul  sera  exprime  en 
termes  de  proteines,  sont  ici  appelees  les  exons, 
tandis  que  les  sequences  non  codantes,  intercalees 
entre  les  precedentes  et  souvent  tres  longues,  sont 
nominees  les  introns. 

Le  segment  d'ADN  correspondant  a  l'ensemble 
de  ces  sequences  est  transcrit  en  une  seule  mole¬ 
cule,  entre  les  signaux  de  demarrage  et  de  termi- 
naison  :  c'est  le  transcrit  primaire,  appele  ici  ARN 
pre-messager.  Cette  molecule  peut  etre  beaucoup 
plus  longue  que  l'ARNm  cytoplasmique  (jusqu'a 
100  fois,  dans  certains  cas  !),  et  il  est  evident  que  ce 
transcrit  primaire  devra  etre  considerablement  rac- 
courci,  remanie,  avant  de  donner  un  ARNm 
mature  et  fonctionnel  (voir  figure  4.9  et  chapitre  8). 


5.  EXPRESSION  DES  GENES 
CHEZ  LES  PROCARYOTES 


5.1  Enzymes  et  signaux  de  transcription 
procaryotiques 


Les  Bacteries  ne  possedent  qu'une  seule  ARN 
polymerase  pour  transcrire  les  trois  families  de 
genes  rencontres  dans  leurs  genomes.  Cette  enzyme 
est  un  gros  complexe  dont  la  masse  moleculaire 


est  de  450  kDa,  constitue  de  cinq  polypeptides. 
Grace  a  une  de  ses  sous  sous-unites,  le  facteur 
sigma  (g),  l'enzyme  est  capable  de  reconnaitre  le 
long  de  l'ADN  des  sequences  situees  en  amont  des 
segments  a  transcrire,  appelees  sequences  promo- 
trices  (ou  promoteurs),  pour  lesquelles  elle  a  une 
forte  affinite.  Le  role  des  promoteurs  est  double  : 
ils  permettent  de  positionner  precisement  la  poly¬ 
merase  par  rapport  a  la  premiere  base  de  la 
sequence  d'ADN  a  transcrire  et  ils  determinent  le 
choix  du  brin  a  recopier. 

Le  promoteur  universel  des  Procaryotes  (com- 
mun  a  tous  leurs  genes)  est  constitue  par  une 
sequence  d'ADN  couvrant  environ  40  paires  de 
nucleotides  en  amont  du  premier  nucleotide  trans¬ 
crit,  note  +1.  Apres  l'analyse  de  plusieurs  cen- 
taines  de  genes  de  E.  coli  (et  d'autres  especes),  on  a 
mis  en  evidence  deux  blocs  de  six  paires  de  bases, 
evolutivement  tres  conserves,  situes  entre  les 
nucleotides  -7  et  -12  (TATAAT),  et  entre  -  30  et 
-  35  (TTGACA).  La  premiere  sequence  citee  est 
parfois  appelee  Pribnozv  box ,  du  nom  de  son 
decouvreur  ;  tres  riche  en  paires  de  bases  A-T,  elle 
constitue  une  zone  facilement  denaturable  (voir 
figure  4.11).  C'est  sans  doute  cette  propriety  qui  est 
le  signal  reconnu  par  l'enzyme,  celle-ci  devant 
commencer  par  ouvrir  la  molecule  d'ADN  avant 
de  la  transcrire.  Lorsque  des  mutations  affectent 
l'une  ou  l'autre  de  ces  deux  sequences  (et  modi- 
fient  le  consensus),  l'efficacite  du  promoteur  est 
considerablement  diminuee,  alors  qu'elle  n'est  pas 
perturbee  par  des  mutations  se  produisant 
ailleurs.  Le  facteur  sigma  agit  comme  un  facteur 
de  demarrage  de  la  transcription  et  il  doit  etre 
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+  1 


Figure  4.11 

Schema  de  la  region  promotrice  d'un  operon  bacterien 

La  boite  de  Pribnow  est  situee  en  amont  (-  10)  du  premier  nucleotide  transcrit  (+  1),  qui  est  tres  souvent  un  A.  Le  pro¬ 
moteur  et  l'operateur  se  chevauchent  partiellement  (cas  de  l'operon  lactose),  ou  parfois  totalement. 

Dans  le  cas  presente  ici,  une  partie  de  l'operateur  est  transcrite  et  incluse  dans  la  region  leader  de  l'ARNm. 
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perdu  par  l'enzyme,  puis  remplace  par  des  fac- 
teurs  d'elongation,  pour  que  celle-ci  puisse  conti¬ 
nuer  a  recopier  l'ADN. 

La  synthese  du  brin  d'ARN  se  poursuit  jusqu'a 
ce  que  l'enzyme  rencontre  sur  l'ADN  un  signal  de 
terminaison.  Cette  structure  particuliere  est 
constitute  de  deux  domaines  riches  en  GC,  situes 
a  proximite  l'un  de  l'autre  sur  le  meme  brin 
d'ADN,  et  autocomplementaires  (structure  palin- 
dromique)  ;  ceux-ci  sont  done  susceptibles  de 
s'apparier  et  de  donner  une  structure  en  epingle  a 
cheveux.  Cette  sequence  est  immediatement  suivie 
d'une  serie  plus  ou  moins  longue  de  paires  de 
bases  A-T.  La  complementarite  interne  dans 
l'ADN  se  retrouvant  evidemment  au  niveau  de 
l'ARN,  le  mecanisme  de  terminaison  est  le  sui- 
vant  :  des  que  l'ARN  polymerase  a  transcrit  cette 
region,  l'ARN  naissant  s'organise  localement  en 
une  double  helice  stable,  ce  qui  constitue  pour 
l'enzyme  un  signal  d'arret  de  son  travail.  L'ARN 
se  decroche  de  sa  matrice  d'autant  plus  facilement 
qu'il  n'est  alors  que  tres  faiblement  retenu,  en  rai¬ 
son  de  la  complementarite  entre  la  serie  terminale 
de  U  qu'il  possede  et  la  serie  de  A  correspondante 
dans  l'ADN.  Un  autre  processus  de  terminaison 
de  la  transcription  existe  aussi  chez  les 
Procaryotes,  qui  ne  sera  pas  developpe  ici ;  il  met 
en  oeuvre  une  proteine  qui  se  fixe  sur  l'ARN  et  le 
chasse  du  complexe  ARN  polymerase/ ADN. 

Les  enzymes  et  les  signaux  intervenant  dans  la 
transcription  chez  les  Eucaryotes  sont,  a  tous 
points  de  vue,  nettement  plus  complexes  que  ceux 
decrits  ici ;  ils  seront  traites  dans  le  chapitre  8. 


5.2  Elements  de  regulation  de  I'expression 
des  genes  chez  les  Bacteries 


Plus  que  tous  les  autres  etres  vivants  qui  posse- 
dent  un  milieu  interieur,  les  etres  unicellulaires  (et 
done  les  Bacteries)  sont  tres  sensibles  aux  varia¬ 
tions  de  l'environnement.  Pour  survivre,  ceux-ci 
doivent  s'adapter  rapidement  a  des  modifications 
de  la  composition  chimique  ambiante,  en  particu¬ 
lar  celle  de  leurs  sources  alimentaires.  Malgre  leur 
simplicity  d'organisation,  liee  a  une  relativement 
faible  quantity  d'information  genetique,  les 
Bacteries  ont  developpe  au  cours  de  revolution 
des  mecanismes  efficaces  pour  stopper  ou  induire 
la  synthese  d'enzymes,  en  fonction  de  besoins  ins- 
tantanes. 


Deux  exemples  permettent  d'illustrer  ceci. 

•  Lorsqu'une  souche  de  E.  coli  croissant  dans 
un  milieu  qui  contient  du  glucose  est  transferee 
dans  un  autre  milieu,  contenant  du  lactose,  on 
constate  qu'elle  se  met  a  fabriquer  en  quelques 
minutes  une  enzyme  nominee  P  galactosidase,  qui 
etait  indetectable  jusque-la.  Cette  enzyme  permet 
l'utilisation  du  lactose  en  clivant  cette  molecule  en 
ses  deux  constituants  de  base  :  le  glucose  et  le 
galactose  ;  du  point  de  vue  nutritif,  la  cellule  est 
ainsi  ramenee  a  la  situation  precedente,  ou  elle  uti- 
lisait  le  glucose.  Si  les  bacteries  sont  remises  en 
presence  de  ce  compose,  en  l'absence  de  lactose, 
on  constate  la  disparition  rapide  de  l'activite  [3 
galactosidase  qui  avait  ete  induite. 

•  Lorsqu'une  souche  prototrophe  de  E.  coli  est 
cultivee  sur  un  milieu  minimum,  sans  autre  apport 
carbone  qu'un  sucre  simple,  elle  fabrique  tous  ses 
constituants  organiques  a  partir  de  ce  dernier,  et 
en  particulier  tous  ses  acides  amines  (voir  plus 
haut).  Si  le  tryptophane,  par  exemple,  est  ajoute  au 
milieu  de  culture,  la  cellule  cesse  de  fabriquer 
toutes  les  enzymes  qui  interviennent  dans  la  syn¬ 
these  de  cet  acide  amine,  a  partir  de  molecules 
plus  simples.  Les  enzymes  presentes  au  moment 
du  changement  de  milieu  persistent  et  continuent 
a  fonctionner  mais  elles  sont  tres  rapidement 
diluees  et  degradees  dans  les  cellules,  au  cours  des 
divisions.  Nous  verrons  que  ce  systeme  de  regula¬ 
tion  opere  au  niveau  transcriptionnel,  et  comme  la 
duree  de  vie  des  ARNm  bacteriens  est  tres  breve, 
le  mecanisme  est  operationnel  presque  instantane- 
ment.  Si  l'on  supprime  le  tryptophane  du  milieu, 
le  phenomene  fait  l'objet  d'une  reversion. 

Ces  deux  situations  permettent  de  definir  deux 
grands  modes  de  regulation  de  I'expression  des 
genes  chez  les  Bacteries  :  la  regulation  par  induc¬ 
tion  et  la  regulation  par  repression.  Leurs  meca¬ 
nismes  ont  ete  elucides  grace  a  l'utilisation  de 
nombreux  mutants  ainsi  qu'a  l'emploi  judicieux 
de  systemes  d'echange  de  materiel  genetique 
(conjugaison,  transduction  et  sexduction)  et 
l'obtention  de  diploides  partiels  pour  la  realisation 
de  tests  de  dominance  et  de  complementation. 
Nous  verrons  que  ces  deux  types  de  regulation 
sont  bases  sur  le  principe  de  l'utilisation  d'une 
proteine  bloquant  la  transcription,  en  se  fixant  sur 
l'ADN  au  niveau  du  promoteur  ;  il  s'agit  d'une 
regulation  negative. 

On  oppose  ce  mecanisme  a  celui  base  sur  l'utili¬ 
sation  de  proteines  qui,  au  contraire,  par  leur  fixa¬ 
tion  a  l'ADN,  activent  la  transcription  en  stimulant 
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le  fonctionnement  des  promoteurs  ;  il  s'agit  alors 
d'une  regulation  positive.  Ces  deux  modes  de 
controle  peuvent  en  fait  participer  simultanement 
a  la  modulation  de  l'expression  d'un  meme  gene. 
Si,  chez  les  Procaryotes,  la  regulation  negative  est 
le  systeme  le  plus  largement  utilise,  en  revanche, 
la  regulation  positive  est  la  regie  chez  les 
Eucaryotes  ;  cette  notion  sera  illustree  dans  le  cha- 
pitre  8. 


5.2.1.  SYSTEMES  INDUCTIBLES 


L'exemple  qui  a  historiquement  permis  de 
degager  ce  concept  est  celui  de  l'operon  lactose, 
etudie  au  debut  des  annees  60  par  F.  Jacob  et  J. 
Monod.  Lorsqu'une  souche  de  E.  coli  est  cultivee 
sur  un  milieu  depourvu  de  lactose,  la  (3  galactosi- 
dase  est  pratiquement  absente  des  cellules.  En  pre¬ 
sence  de  lactose,  au  contraire,  le  nombre  de  copies 
d'enzyme  par  cellule  atteint  3  000  unites  :  on  dit 
que  le  lactose  est  un  inducteur,  dans  ce  systeme.  II 
a  ete  verifie  que  les  molecules  d'enzyme  sont  bien 
neosynthetisees  et  que  l'activite  observee  ne 
resulte  pas  de  la  modification  de  molecules  inac¬ 
tives  preexistantes.  L'addition  de  lactose  au  milieu 
de  culture  augmente  egalement  la  quantite  de 
deux  autres  enzymes  :  la  p  galactoside  permease, 
qui  permet  le  transport  des  galactosides  a  travers 
la  membrane  plasmique  (voir  chapitre  6),  et  la 
thiogalactoside  transacetylase,  dont  le  role  phy- 
siologique  reste  peu  clair.  Cette  induction  coor- 
donnee  tient  a  l'organisation  particuliere  de  ces 
trois  genes,  qui  appartiennent  a  un  meme  operon. 


II  n'est  pas  possible  de  decrire  ici  toutes  les  ana¬ 
lyses  genetiques  ayant  permis  d'elaborer  le  modele 
de  regulation  par  induction,  qui  a  ete  confirme  par 
la  biochimie  et  la  biologie  moleculaire.  Deux  types 
majeurs  de  mutants  ont  ete  obtenus  : 

-  des  mutants  affectant  les  genes  de  structure  des 
proteines,  chez  lesquels  la  fonction  est  alteree  : 
mutant  dits  z~  (pour  la  |3  galactosidase)  et  y~ 
(pour  la  permease) ; 

-  des  mutants  chez  qui  les  enzymes  sont  normales 
mais  dont  le  controle  est  tres  perturbe  :  mutants 
dits  constitutifs,  car  les  enzymes  sont  toujours 
presentes  dans  la  cellule,  meme  en  l'absence  de 
lactose,  ou  bien  mutants  dits  hyper-reprimes, 
qui  ne  sont  plus  inductibles  par  le  lactose. 


Les  mutations  correspondant  a  cette  derniere 
categorie  de  souches  ont  ete  localisees  au  niveau 


de  deux  segments  d'ADN  situes  d'un  meme  cote 
par  rapport  aux  deux  genes  de  structure  z  et  y.  On 
appelle  i  et  o  ces  deux  segments  et  i~et  o~les 
mutants  en  question.  L'ensemble  des  observations 
faites  sur  ce  modele  a  conduit  les  auteurs  a  propo¬ 
ser  l'interpretation  suivante,  qui  constitue 
l'essence  du  systeme  inductible  (voir  figure  4.12). 

•  Le  gene  i  est  un  gene  regulateur  qui  com- 
mande  la  synthese  d'une  proteine  empechant  nor- 
malement,  en  l'absence  de  lactose,  l'expression  des 
genes  de  structure  ;  cette  proteine  appelee  repres¬ 
ser  a  pour  propriete  de  se  fixer  sur  le  segment  o 
du  chromosome,  ce  qui  a  pour  effet  d'empecher 
l'expression.  Ce  segment  o,  dit  operateur,  fait  par- 
tie  de  la  region  promotrice  commune  aux  trois 
genes,  le  role  du  represser  fixe  etant  d'empecher 
la  fixation  et/ ou  le  passage  de  l'ARN  polymerase 
a  ce  niveau.  L'operateur  est  en  grande  partie  trans- 
crit  et  sa  sequence  se  retrouve  dans  la  region  leader 
de  l'ARNm  polygenique. 

•  Pour  exercer  son  action  regulatrice,  le  repres¬ 
ser  est  amene  a  reconnaitre  et  a  fixer  specifique- 
ment  le  lactose,  ce  qui  a  pour  effet  de  modifier  sa 
conformation  et  de  le  rendre  inapte  a  la  fixation 
sur  le  segment  operateur.  Le  represser  est  done 
une  molecule  remarquable  possedant  deux  sites 
de  reconnaissance,  l'un  pour  l'ADN  et  l'autre  pour 
le  lactose,  et  ces  deux  sites  interagissent  puisque  la 
fixation  du  lactose  sur  le  second  modifie  le  pre¬ 
mier  (allosterie). 

Ce  modele  permet  de  comprendre  l'origine  des 
phenotypes  lies  aux  mutations  o“  et  r  decrites  plus 
haut : 

-  une  mutation  o_altere  la  sequence  de  l'operateur, 
qui  n'est  plus  reconnue  par  le  represser  nor¬ 
mal  :  la  transcription  a  lieu  de  fa  con  permanente 
(souche  constitutive) ; 

-  une  mutation  rpeut  conduire  a  une  modification 
de  structure  du  represser  qui  n'est  plus  capable 
de  se  fixer  sur  l'operateur  (qu'il  y  ait  du  lactose 
ou  pas),  et  par  consequent  la  transcription 
devient  aussi  constitutive ; 

-  d'autres  types  de  mutations  affectent  le  repres¬ 
ser  de  telle  sorte  que  son  site  de  fixation  du  lac¬ 
tose  soit  atteint,  mais  pas  le  site  de  fixation  a 
l'ADN,  comme  dans  le  cas  precedent.  Dans  ces 
conditions,  le  represser  reste  toujours  fixe  sur 
l'operateur  et  la  souche  est  reprimee  en  perma¬ 
nence  puisque  le  lactose,  meme  present,  ne  peut 
agir  (souches  hyper-reprimees). 
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Figure  4.12 

Structure  et  fonctionnement  de  I'operon  lactose  chez  E.  coli 

Les  trois  genes  de  structure  sont  sous  le  controle  d'un  seul  systeme  promoteur /operateur.  Le  gene  de  regulation,  qui 
code  la  proteine  regulatrice,  ou  represseur,  est  situe  a  proximite  immediate  de  i'operon.  II  s'agit  d'un  operon  induc- 
tible,  sous  le  controle  du  lactose. 


Le  represseur  a  ete  isole  et  purifie  quelques 
annees  apres  que  ce  modele  ait  ete  propose,  mal- 
gre  la  rarete  du  nombre  de  copies  de  cette  mole¬ 
cule  dans  chaque  cellule  ;  il  s'agit  d'une  proteine 
tetramerique  de  masse  moleculaire  egale  a 
152  kDa  (les  quatre  sous-unites  sont  identiques, 
car  il  y  a  un  seul  gene  i).  On  considere  qu'il  n'y  a 
pas  plus  de  10  tetrameres  par  cellule  ;  la  transcrip¬ 
tion  du  gene  i  n'est  pas  elle-meme  regulee  (gene 
constitutif)  et  elle  est  tres  faible,  la  stabilite  de  la 
proteine  etant  relativement  importante.  Ce  type  de 
regulation  par  induction  a  ete  generalise  a  plu- 
sieurs  autres  operons  bacteriens  impliques  dans  le 
catabolisme  de  divers  composes  servant  d'ali- 
ments  aux  cellules.  L'economie  que  ce  controle 
permet  de  realiser  est  considerable  car  la  P  galacto¬ 
sidase  represente  en  masse,  dans  les  cellules 
induites,  3  %  des  proteines  totales.  Si  chacune  des 


3  a  4  000  proteines  bacteriennes  etait  produite 
dans  les  memes  proportions,  on  obtiendrait  une 
masse  par  cellule  100  fois  superieure  a  celle  obser- 
vee  !  Il  faut  enfin  signaler  que  I'operon  lactose  fait 
aussi  l'objet  d'une  regulation  positive  par  une  pro¬ 
teine  (dite  CAP)  stimulant,  par  sa  fixation  sur  le 
promoteur,  le  fonctionnement  de  I'ARN  polyme¬ 
rase  et  augmentant  le  taux  de  transcription  ;  ce 
systeme  ne  peut  etre  developpe  id. 

5.2.2.  Systemes  repressibles 

A  cote  des  systemes  inductibles,  en  general  spe- 
cifiques  du  catabolisme,  il  existe  chez  les  Bacteries 
des  mecanismes  de  regulation  bases  sur  un  principe 
identique,  mais  conduisant  a  un  resultat  oppose  : 
il  s'agit  des  systemes  repressibles.  Ils  ont  un  fonc¬ 
tionnement  symetrique  de  celui  des  precedents,  en 
ce  sens  que  certaines  collections  d'enzymes  cessent 
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d'etre  fabriquees  des  qu'un  ou  plusieurs  produits 
sont  ajoutes  au  milieu  de  culture  ;  l'exemple  clas- 
sique  est  celui  de  la  regulation  de  la  chaine  de  bio¬ 
synthese  du  tryptophane  chez  E.  coli,  qui  a  ete 
presentee  plus  haut.  En  l'absence  de  cet  acide 
amine  dans  le  milieu,  la  cellule  synthetise  toutes 
les  enzymes  necessaires  a  sa  biosynthese  ;  si  on  le 
rajoute  au  milieu,  il  y  a  repression  de  l'expression 
des  genes  responsables.  Ceci  est  a  nouveau  com¬ 
prehensible,  en  termes  de  cout  energetique  pour  la 
cellule  :  il  n'est  pas  necessaire  de  continuer  a  fabri- 
quer  du  tryptophane  endogene,  s'il  en  existe  une 
source  utilisable  dans  le  milieu.  Ceci  est  vrai  pour 
un  grand  nombre  de  systemes  physiologiques  de 
type  anabolique. 


traduction  a  partir  de  l'extremite  5'  de  l'ARNm, 
cette  modulation  etant  sous  controle  genetique,  car 
il  existe  des  mutations  qui  la  perturbent. 


6.  MECANISMES  MOLECULAIRES 
DE  LA  TRADUCTION 

6.1  Ribosomes  procaryotiques 
et  eucaryotiques 


6.1.1.  Organisation  generale  des  ribosomes 


Comme  dans  le  cas  precedent,  les  genes  de 
structure  sont  organises  en  un  operon,  controle 
par  un  seul  segment  promoteur/operateur.  L'ope- 
ron  tryptophane  compte  cinq  genes  de  structure, 
qui  codent  cinq  chaines  polypeptidiques  interve- 
nant  dans  cinq  reactions  enzymatiques.  Le  fonc- 
tionnement  de  cet  ensemble  est  base  sur  la 
synthese  par  le  gene  regulateur  d'un  represseur 
proteique  inactif,  appele  aporepresseur,  qui  n'est 
pas  capable  de  se  fixer  seul  sur  l'operateur  ;  dans 
ces  conditions,  la  transcription  a  lieu.  En  presence 
d'un  exces  de  tryptophane,  l'aporepresseur  le  fixe 
et  acquiert  une  configuration  telle  que  ce  dernier 
devient  capable  de  reconnaitre  l'operateur.  La 
repression  est  done  controlee  par  une  petite  mole¬ 
cule  exogene  a  laquelle  on  donne  le  nom  de  core- 
presseur.  Il  s'agit  en  general  du  produit  final  de  la 
chaine  de  biosynthese  (ici  un  acide  amine),  mais 
cela  peut  aussi  etre  un  de  ses  derives  directs,  par 
exemple  l'ARNt  charge  de  l'acide  amine.  De 
meme  que  pour  l'induction,  la  fixation  du  com- 
plexe  represseur  empeche  l'ARN  polymerase  de  se 
fixer  sur  l'unique  promoteur  de  l'operon.  Il  faut 
noter  ici  que  le  gene  regulateur  n'est  pas  localise  a 
proximite  immediate  de  l'operon  tryptophane. 


Plusieurs  centaines  d'operons  inductibles  ou 
repressibles  ont  ete  identifies  chez  E.  coli  ;  cer- 
taines  variations  sont  possibles  autour  des  deux 
schemas  de  base  que  nous  avons  decrits.  Dans  le 
cas  de  la  synthese  de  1' arginine,  par  exemple,  il  y  a 
bien  repression  coordonnee  par  cet  acide  amine, 
mais  tous  les  genes  ne  sont  pas  rassembles  en  un 
seul  operon.  D'autre  part,  dans  le  cas  de  l'operon 
histidine,  qui  comprend  neuf  genes  a  la  suite,  on 
constate  que  l'on  n'obtient  pas  le  meme  nombre  de 
molecules  de  proteines  pour  les  differents  genes  ; 
il  existe  un  gradient  decroissant  de  l'efficacite  de  la 


Les  ribosomes  sont  des  particules  de  taille  voi- 
sine  de  20  nm,  apparaissant  tres  sombres  en  micro¬ 
scopic  electronique,  que  l'on  trouve  en  abondance 
dans  le  cytoplasme  de  toutes  les  cellules  ;  il  en 
existe  plus  de  15  000  dans  une  Bacterie,  ou  ils 
represented  jusqu'a  25  %  de  la  masse  cellulaire. 
Leur  morphologie  precise  a  ete  etudiee  grace  a  la 
technique  de  coloration  negative,  couplee  a  des 
analyses  immunologiques  (voir  figure  4.13).  Ces 
particules  sont  exclusivement  constitutes  d'ARN 
et  de  proteines,  dans  des  proportions  respective- 
ment  voisines  de  65  %  et  35  %.  Ce  sont  des  edifices 
supramoleculaires  dans  lesquels  les  ARN  ont  une 
configuration  tridimensionnelle  tres  precise  et  ou 
les  proteines  contractent  a  la  fois  des  liens  etroits 
non  covalents  avec  eux,  mais  aussi  entre  elles 
(structure  de  type  quaternaire).  Les  ribosomes  sont 
des  edifices  compacts,  peu  hydrates  et  done  relati- 
vement  denses  (d  =  1,6). 

Les  ribosomes  possedent,  essentiellement  sur 
leur  grosse  sous-unite,  deux  sites  majeurs  de  liai¬ 
son  pour  deux  ARNt  adjacents  ;  celle-ci  possede 
un  site  liant,  au  cours  de  la  synthese  proteique,  un 
ARNt  associe  a  la  chaine  polypeptidique 
naissante  :  site  peptidique  ou  site  P,  et  un  site  liant 
un  ARNt  charge  et  libre  :  site  amino-acyl  ARNt,  ou 
site  A.  Les  ARNt  ne  peuvent  se  maintenir  au 
niveau  de  ces  deux  sites  que  si  un  ARNm  est  deja 
associe  a  la  petite  sous-unite,  le  long  de  laquelle  il 
glisse.  Ces  sites  sont  si  proches  l'un  de  l'autre  que 
les  deux  molecules  d'ARNt  sont  obligees  de 
s'apparier  a  des  codons  immediatement  adjacents 
le  long  de  l'ARNm  (voir  plus  loin). 

C'est  au  niveau  des  ribosomes  que  se  deroulent 
les  phenomenes  capitaux  intervenant  dans  la  syn¬ 
these  des  proteines  :  1)  le  decryptage  du  message 
genetique  contenu  dans  l'ARNm,  pour  le  traduire 
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sous-unite  50S 


site  peptidyl-transferase 
—  site  P 
site  A 


sillon  de  I’ARNm 
sous-unite  30S 


Figure  4.13 

Morphologie  et  organisation  des  ribosomes 

(1)  Representation  actuelle  des  ribosomes,  telle  qu'elle 
est  donnee  par  la  coloration  negative  :  les  deux  sous-uni¬ 
tes  portent  des  «bras»  qui  faciliteraient,  d'une  part, 
l'accrochage  entre  elles  et,  d'autre  part,  permettraient  le 
positionnement  de  l'ARNm  et  de  la  chaine  polypepti- 
dique  naissante,  ainsi  que  celui  des  ARNt  charges. 

(2)  Schema  interpretatif  de  la  structure  d'un  ribosome, 
montrant  les  deux  principaux  sites  fonctionnels.  Un  troi- 
sieme  site  mineur,  dit  «d'ejection»,  est  parfois  men- 
tionne,  a  gauche  du  site  P.  L'ARNm  glisse  dans  un  sillon 
essentiellement  localise  dans  la  petite  sous-unite. 


en  un  ordre  precis  des  acides  amines  constituant  la 
chaine  polypeptidique,  et  2)  la  catalyse  elle-meme 
des  liaisons  peptidiques  et  de  l'allongement  de  la 
chaine.  Les  ribosomes  agissent  en  fait  comme  une 
surface  catalytique  sur  laquelle  se  rencontrent 
l'ARNm  et  les  ARNt  charges  de  leurs  acides  ami¬ 
nes.  Les  deux  sous-unites  du  ribosome  ne  restent 
associees  que  lors  du  processus  de  synthese  pro- 
teique  ;  en  dehors  de  ce  cas  precis,  elles  existent  a 
l'etat  separe.  II  existe  en  fait  un  pool  de  sous-unites 
libres,  en  equilibre  dynamique  avec  les  formes 
associees,  liees  aux  ARNm. 


6.1.2.  Organisation  des  ribosomes  bacteriens 


Le  detail  de  la  composition  et  de  l'organisation 
des  ribosomes  procaryotiques  (coefficient  de  sedi¬ 
mentation  :  70  S)  est  donne  dans  la  figure  4.14  : 
leurs  deux  sous-unites  de  taille  differente  contien- 
nent  chacune  un  nombre  de  molecules  d'ARN  et 
de  proteines  differentes,  bien  specifiques.  De 


ARNM6S  ARNr  23S 

21  proteines  ARNr  5S 

34  proteines 


ARNr  5S 
—  49  proteines 

Figure  4.14 

Comparaison  de  l'organisation  des  ribosomes 
hyaloplasmiques  des  Procaryotes  (a)  et  des  Eucaryotes  (b) 

Chez  les  premiers,  la  grosse  sous-unite  (50  S)  contient 
2  molecules  d'ARNr  (2  900  et  120  nucleotides)  et  34  pro¬ 
teines,  tandis  que  la  petite  (30  S)  contient  une  seule 
molecule  d'ARNr  (1  540  nucleotides)  et  21  proteines.  Les 
ribosomes  eucaryotiques  sont  formes  de  deux  sous-uni¬ 
tes  de  60  S  et  40  S,  contenant  respectivement  3  ARNr 
(4  700, 160  et  120  nucleotides)  et  49  proteines  differentes, 
et  1  ARNr  (1  900  nucleotides)  et  33  proteines  differentes. 
II  faut  bien  noter  que  chaque  molecule  proteique  est  pre¬ 
sente  en  un  seul  exemplaire  par  ribosome. 
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meme  que  pour  les  ARN,  les  valeurs  des  coeffi¬ 
cients  de  sedimentation  attributes  aux  ribosomes 
et  a  leurs  sous-unites  se  referent  a  des  mesures 
obtenues  par  la  centrifugation  analytique.  On  rap- 
pelle  que  ces  valeurs  ne  sont  ni  additives  ni  rigou- 
reusement  proportionnelles  a  la  taille  des  particules 
dont  la  forme  n'est  pas  du  tout  globulaire. 


6.1.3.  Organisation 

DES  RIBOSOMES  EUCARYOTIQUES 


Les  ribosomes  eucaryotiques  localises  dans  le 
hyaloplasme  sont  un  peu  plus  gros  que  leurs  equi¬ 
valents  procaryotiques  (80  S)  ;  leur  organisation 
est  donnee  dans  la  figure  4.14.  Nous  verrons  plus 
loin  que  leur  localisation  au  sein  de  la  cellule  euca- 
ryotique  a  des  consequences  importantes  pour  ce 
qui  concerne  la  destinee  des  proteines  qu'ils  fabri- 
quent.  En  raison  de  leurs  differences  structurales, 
et  de  leurs  implications  fonctionnelles,  ces  ribo¬ 
somes  eucaryotiques  ne  sont  pas  sensibles  aux 
memes  poisons,  ou  drogues,  que  ceux  des 
Procaryotes.  En  particulier,  les  antibiotiques  anti- 
bacteriens  qui  agissent  au  niveau  des  mecanismes 
de  la  traduction,  restent  pour  la  plupart  sans  effet 
chez  les  Eucaryotes  (voir  plus  loin). 

Les  ribosomes  des  organites  semi-autonomes  : 
mitochondries  et  plastes,  ont  des  caracteristiques 
specifiques,  differentes  a  la  fois  de  celles  des 
Procaryotes  et  de  celles  des  ribosomes  hyaloplas- 
miques  eucaryotiques.  Par  leur  taille  et  leurs  pro- 
prietes  fonctionnelles,  les  plastoribosomes  sont 
tres  proches  des  ribosomes  procaryotiques,  tandis 
que  les  mitoribosomes  sont  souvent  plus  petits 
que  ces  derniers.  Ces  ribosomes  sont  en  general 
sensibles  aux  antibiotiques  antibacteriens  (voir 
plus  loin).  Les  donnees  relatives  aux  divers  ARNr 
des  organites  sont  resumees  dans  le  tableau  4.2. 


6.2  Mecanismes  de  la  traduction 


Les  mecanismes  fondamentaux  de  la  traduction 
sont  tres  voisins  chez  les  Procaryotes  et  les  Euca¬ 
ryotes  ;  quelques  remarques  specifiques  de  detail 
seront  cependant  faites,  relatives  au  fonctionne- 
ment  des  ribosomes  eucaryotiques.  II  faut  signaler 
des  a  present  que  l'expression  des  genes,  chez  tous 
les  etres  vivants,  peut  etre  regulee  au  niveau  tra- 
ductionnel,  et  pas  seulement  transcriptionnel  ;  un 
exemple  illustratif  sera  traite  dans  le  chapitre  8. 


petite 

sous-unite 

grosse 

sous-unite 

mitochondries 

animales 

12S 

165 

mitochondries 

vegetales 

18S 

5S ;  26S 

mitochondries 
des  Champignons 

15S 

21S 

mitochondries 
des  Protistes 

13-14  S 

20S  ;  5,8S 

plastes  des 
Vegetaux 

16S 

4,5S  ;  5S  ;  23S 

Tableau  4.2 

Tailles  des  differents  ARNr  rencontres 
dans  les  ribosomes  des  organites  semi-autonomes 
Quelques  exemples  sont  pris  chez  divers  Protistes 
(Tetrahymena,  Paramecium  et  Didinium),  les  Cham¬ 
pignons,  les  Vegetaux  et  les  Animaux. 


Les  differentes  etapes  de  la  synthese  d'une  chaine 
polypeptidique  se  deroulent  grace  aux  partenaires 
suivants,  qui  doivent  etre  reunis  pour  agir  :  1)  un 
ribosome  (au  moins),  2)  un  ARN  messager,  3)  la 
panoplie  des  differents  ARNt  charges  ou  aminoa- 
cyl-ARNt,  et  4)  divers  facteurs  proteiques,  ainsi 
qu'une  source  d'energie,  sous  forme  de  GTP. 


6.2.1.  Charge  des  ARNt 

La  liaison  qui  accroche  un  acide  amine  a  un 
ARNt  est  de  type  ester,  avec  elimination  d'eau 
entre  le  COOH  du  premier  et  une  fonction  OH  du 
ribose  du  dernier  nucleotide  (AMP)  de  l'ARNt.  La 
reaction  est  catalysee  par  une  enzyme  nommee 
aminoacyl-ARNt  synthetase,  qui  a  une  double 
specificite  de  substrat,  puisqu'elle  ne  doit  coupler 
un  acide  amine  donne  qu'a  une  molecule  d'ARNt 
precise  (ou  un  nombre  tres  limite  de  molecules 
voisines  d'ARNt).  II  existe  seulement  vingt  especes 
de  synthetases  differentes,  une  pour  chaque 
espece  d'acide  amine  trouve  dans  les  proteines. 

La  reaction  d'accrochage  se  fait  en  deux  etapes 
et  exige  une  molecule  d'ATP,  qui  fournit  l'energie 
necessaire.  L'acide  amine  est  d'abord  active  sous 
forme  d'acide  amine  adenyle  (ou  aminoacyl- 
AMP),  et  c'est  ce  dernier  qui  sera  lie  a  l'ARNt  avec 
liberation  simultanee  d'AMP  ;  la  synthetase  cata¬ 
lyse  ces  deux  operations  successivement,  et  l'acide 


4.  Flux  de  l'information  genetique.  Structure  et  expression  des  gPnes.  95 


amine  active  intermediate  ne  quitte  pas  la  surface 
de  l'enzyme.  Dans  un  ARNt  charge,  la  liaison  ester 
unissant  les  deux  molecules  est  originale  en  ce 
sens  qu'elle  est  riche  en  energie.  II  est  important  de 
noter  ceci  car  on  verra  que  c'est  cette  seule  energie 
qui  sera  utilisee  pour  realiser  la  liaison  peptidique 
(reaction  endergonique)  ;  autrement  dit,  l'ARNt 
charge  apporte  au  ribosome,  non  seulement  l'acide 
amine,  mais  aussi  l'energie  necessaire  a  sa  liaison. 

Le  role  de  l'aminoacyl-ARNt  synthetase  est  fon- 
damental  dans  le  processus  de  decryptage  du  code 
genetique  car  elle  assure  la  specificite  de  la  recon¬ 
naissance  entre  un  ARNt  et  un  acide  amine  parti- 
culier.  Le  role  d'adaptateur  attribue  generalement 
aux  seuls  ARNt  doit  etre  etendu  a  cette  categorie 
de  proteines,  dont  la  fonction  est  au  moins  aussi 
importante,  dans  la  conversion  d'une  sequence 
nucleotidique  en  une  sequence  d'acides  amines. 
Ces  enzymes  sont  capables  de  corriger  des  erreurs 
qu'elles  auraient  pu  faire  en  associant  un  mauvais 
ARNt  a  un  acide  amine  donne  ;  elles  hydrolysent 
en  effet  les  complexes  anormaux  malencontreuse- 
ment  formes,  au  niveau  d'un  site  catalytique  diffe¬ 
rent  du  site  de  synthese. 

6.2.2.  Demarrage  de  la  traduction 

La  rencontre  d'un  ribosome  avec  un  ARNm  ini- 
tie  une  serie  complexe  d'evenements  dont  le  resul- 
tat  est  de  placer  correctement  le  ribosome  a 
l'extremite  5'  de  l'ARNm.  C'est  de  ce  cote  du  mes¬ 
sage  que  se  situe  en  effet  le  codon  de  demarrage 
de  la  lecture,  qui  est  un  codon  AUG,  specifiant 
l'acide  amine  methionine.  II  existe,  au  niveau  de 
cette  etape  de  la  traduction,  des  differences  entre 
les  mecanismes  procaryotiques  et  eucaryotiques. 

•  Chez  les  Procaryotes,  le  demarrage  commence 
avec  la  fixation  spontanee  de  la  petite  sous-unite 
du  ribosome  a  l'extremite  5'  P  de  l'ARN  messager, 
grace  a  la  sequence  consensus,  dite  de  Shine- 
Dalgarno,  que  porte  ce  dernier.  La  precision  du 
positionnement  est  telle  que  le  codon  AUG  se 
trouve  parfaitement  a  sa  place,  au  niveau  du  site  P 
incomplet  porte  par  cette  sous-unite  ;  c'est  lui  qui 
permet  de  choisir  le  bon  cadre  de  lecture,  parmi 
les  trois  differents  qui  existent,  en  raison  du  prin- 
cipe  du  codage  par  triplets.  Lorsque  ce  complexe 
est  realise,  un  ARNtmet  particulier  charge  d'une 
methionine  vient  se  fixer  sur  le  codon  AUG,  grace 
a  son  anticodon  specifique  ;  cette  methionine  est 
speciale  en  ce  sens  qu'elle  est  formylee  (car  ayant 


un  acide  formique  greffe  sur  son  NH2).  Ce  proces¬ 
sus  necessite  l'intervention  de  trois  facteurs  pro- 
teiques  specifiques  dont  le  role  ne  sera  pas  detaille 
ici ;  c'est  a  ce  moment-  la  seulement  qu'une  grosse 
sous-unite  libre  vient  s'associer  au  complexe  pre¬ 
cedent  pour  constituer  un  ribosome  complet  et 
fonctionnel.  Le  site  A  du  ribosome  etant  alors 
encore  libre,  il  peut  accepter  un  ARNt  charge  (n°2) 
correspondant  au  codon  situe  immediatement  a 
cote  du  codon  AUG,  du  cote  3'  OH  ;  la  phase 
d'elongation  peut  ainsi  s'engager. 

•  Chez  les  Eucaryotes,  le  premier  ARNt  charge 
implique  est  un  ARNtmet  specifique  porteur  d'une 
methionine  non  formylee  ;  celui-ci  se  fixe  sur  la 
petite  sous-unite  40  S  non  encore  liee  a  l'ARNm. 
Cette  etape  est  alors  suivie  de  la  reconnaissance, 
par  le  complexe  ainsi  forme,  de  l'extremite  5'  P  de 
l'ARNm,  «chapeautee»  par  une  molecule  de 
methyl-guanosine,  qui  sert  de  signal  de  position¬ 
nement  (voir  chapitre  8).  La  sous-unite  glisse 
ensuite  le  long  de  l'ARNm  jusqu'a  ce  qu'elle  ren¬ 
contre  le  premier  codon  AUG.  En  raison  de  ce 
mecanisme,  aucun  autre  codon  AUG  dans  la 
sequence  de  l'ARNm  ne  pourra  etre  utilise  comme 
codon  de  depart  ;  en  consequence,  une  seule 
espece  de  chaine  polypeptidique  est  synthetisee  a 
partir  d'un  ARNm  donne  chez  les  Eucaryotes. 

Contrairement  a  ce  qui  se  passe  chez  les 
Bacteries,  oil  les  ribosomes  peuvent  se  fixer  en 
amont  de  codons  d'initiation  AUG  internes  a  un 
ARNm  polygenique  (dans  les  espaces  intercistro- 
niques),  les  ARNm  eucaryotiques  sont  necessaire- 
ment  monogeniques.  Des  que  le  codon  AUG  est 
atteint  par  la  sous-unite  40  S  et  que  l'ARNtmet  est 
en  place,  la  sous-unite  60  S  complete  le  systeme 
qui  peut  demarrer  la  lecture.  Tous  ces  processus 
impliquent  l'intervention  de  facteurs  proteiques, 
qui  sont  en  nombre  superieur  a  ceux  rencontres 
chez  les  Bacteries  (huit,  au  moins,  dans  les  reticu¬ 
locytes  sanguins). 

6.2.3.  Elongation  de  la  chaine  polypeptidique 

Le  premier  acide  amine  etant  en  place,  le 
decryptage  de  l'ARNm  par  le  ribosome  se  fait  de 
5'  vers  3',  codon  apres  codon,  de  maniere  iden- 
tique  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes  ;  les 
etapes  de  l'elongation  sont  schematisees  dans  la 
figure  4.15.  Le  deuxieme  ARNt  charge  vient  done 
se  loger  a  cote  du  premier,  au  niveau  du  site  A, 
saturant  ainsi  la  grosse  sous-unite  du  ribosome. 
De  meme  que  pour  l'initiation,  des  facteurs  pro- 
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Figure  4.15 

Differentes  etapes  de  I'elongation  d'une  chafne  polypeptidique 

Le  schema  illustre  la  formation  du  dipeptide  N-terminal  :  Met.-Phe.  (codons  AUG  et  UUC).  Chaque  cycle  fonctionne 
sur  le  meme  principe  :  (1)  arrivee  d'un  ARNt  charge  pour  lire  le  codon  au  site  A  ;  (2)  liaison  peptidique  ;  (3)  transloca¬ 
tion. 

La  fleche  en  gras  indique  le  sens  de  la  translocation  du  ribosome. 


teiques  varies  interviennent  dans  ce  processus,  et 
en  fait  l'ARNt  charge  n'est  pas  seul,  mais  toujours 
associe  a  un  facteur  d'elongation  servant  de  trans- 
porteur  (avec  lequel  il  s'installe  dans  le  site  A). 

L'etape  capitale  suivante  est  la  synthese  de  la 
liaison  peptidique  entre  le  COOH  de  la  methio¬ 
nine  et  le  NH2  libre  du  nouvel  acide  amine  ;  or  il 
faut  se  souvenir  que  le  COOH  de  la  methionine  est 
jusqu'ici  implique  dans  son  accrochage  avec 
l'ARNtmel.  Comme  on  l'a  dit  plus  haut,  c'est  la  rup¬ 
ture  de  cette  liaison  qui  fournit  l'energie  necessaire 
a  la  realisation  de  la  liaison  peptidique.  Le  resultat 
est  que  :  1)  l'ARNtmet  est  decharge  et  il  se  decroche 
de  l'ARNm,  puis  se  degage  du  site  P  ;  2)  un  dipep¬ 
tide  est  forme,  qui  a  une  extremite  NH2  libre,  et 
dont  l'extremite  COOH  est  toujours  liee  a  l'ARNt 
n°2  ;  cet  ARNt  reste  lie  a  l'ARNm  par  son  antico¬ 
don  au  niveau  du  site  A  ;  3)  le  site  P  du  ribosome 
est  done  libre  tandis  que  le  site  A  reste  occupe  par 
le  dipeptidyl-ARNt. 


On  appelle  activite  peptidyl-transferase  la 
capacite  enzymatique  de  la  grosse  sous-unite  du 
ribosome  a  associer  de  fagon  covalente  deux 
acides  amines  entre  eux.  On  ne  connait  pas  les 
details  de  cette  reaction  enzymatique  ;  il  est  en  fait 
vraisemblable  que  l'ARNr  23  S  (ou  28  S)  est 
l'acteur  principal  dans  la  catalyse  de  cette  liaison 
(role  de  ribozyme  ;  voir  chapitre  16).  L'etape  sui¬ 
vante,  necessaire  pour  que  la  synthese  se  pour- 
suive,  est  le  deplacement  relatif  de  l'ARNm  par 
rapport  au  ribosome,  ou  translocation  ;  ce  dernier 
se  decale  dans  son  ensemble  d'un  cran,  correspon- 
dant  a  un  codon  le  long  de  l'ARNm,  vers  l'extre¬ 
mite  3'OH.  Un  autre  facteur  d'elongation  est 
indispensable  pour  cette  etape. 


La  double  consequence  de  cet  evenement  est 
que  :  1)  le  dipeptidyl-ARNt  se  trouve  maintenant  au 
niveau  du  site  P  du  ribosome,  et  2)  le  site  A  de  ce 
dernier  est  simultanement  a  nouveau  libre  et  c'est 
le  codon  n°  3  de  l'ARNm  qui  est  expose  a  son 
niveau.  A  la  suite  de  la  translocation,  on  se 
retrouve  done  exactement  dans  la  meme  situation 
qu'au  debut  de  ce  qu'on  vient  de  decrire,  et  la  suc¬ 
cession  des  memes  evenements  se  reproduit : 

-  arrivee  au  site  A  d'un  nouvel  ARNt  (n°  3)  charge 
qui  reconnait,  grace  a  son  anticodon,  le  codon 
n°  3  de  l'ARNm ; 

-  formation  de  la  liaison  peptidique  et  synthese 
d'un  tripeptide  qui  reste  accroche  a  l'ARNt  n°  3  ; 

-  ejection  de  l'ARNt  n°  2  decharge  et  nouvelle 
translocation  du  ribosome,  d'un  cran,  vers 
l'extremite  3'OH  de  l'ARNm. 

Et  ainsi  de  suite  :  I'elongation  de  la  chaine  poly¬ 
peptidique  correspondant  a  la  totalite  du  message 
est  la  succession  reguliere  de  tels  cycles.  A  chaque 
cycle,  de  l'energie  est  depensee  au  niveau  du  ribo¬ 
some  pour  effectuer  toutes  ces  operations,  en  parti- 
culier  la  translocation,  sous  la  forme  de  l'hydrolyse 
de  deux  molecules  de  GTP  (molecule  riche  en 
energie,  au  meme  titre  que  l'ATP).  Le  ribosome  est 
done  formellement  une  sorte  de  «tete  de  lecture » 
qui  parcourt  l'ARNm  dans  le  sens  5'— >  3'  et  le 
decode  simultanement,  triplet  apres  triplet.  Il  faut 
environ  20  secondes  pour  fabriquer  une  chaine  de 
400  acides  amines.  La  chaine  naissante  est  toujours 
associee  au  ribosome  par  son  COOH  alors  que  son 
autre  extremite  NH2  reste  libre.  La  colinearite  : 
chaine  polypeptidique/chaine  nucleotidique  de 
l'ARNm,  s'etablit  done  de  la  fagon  suivante  : 
l'extremite  NH,  de  la  premiere  correspond  a 
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l'extremite  5'  P  de  la  deuxieme,  l'extremite  COOH 
correspondant  evidemment  a  l'extremite  3'  OH. 

6.2.4.  Terminaison  de  la  traduction 

Parmi  les  64  codons  possibles,  trois  n'ont  pas  de 
sens  en  termes  d'acides  amines  ;  ce  sont  des  codons 
de  terminaison,  ou  codons  stop  :  UAA,  UAG, 
UGA.  Lorsqu'un  ribosome  arrive  a  leur  niveau,  le 
long  de  l'ARNm,  aucun  ARNt  ne  peut  venir 
s'apparier  a  eux  dans  le  site  A,  car  il  n'en  existe 
pas  possedant  l'anticodon  correspondant.  On  a 
montre,  chez  tous  les  etres  vivants,  l'existence  de 
plusieurs  facteurs  proteiques  ayant  la  capacite  a 
venir  se  loger  specifiquement  au  niveau  du  site  A, 
lorsqu'un  des  trois  codons  stop  apparait.  Cette 
liaison  a  pour  effet  que  la  chaine  polypeptidique 
est  decrochee  du  dernier  ARNt  charge,  par  hydro¬ 
lyse  au  niveau  de  son  extremite  COOH  ;  celle-ci  se 
trouve  done  liberee,  soit  dans  le  hyaloplasme,  soit 
dans  le  reticulum  endoplasmique,  soit  directement 
a  l'exterieur  de  la  cellule  (s'il  s'agit  d'une 
Bacterie)  (voir  plus  loin).  La  liberation  du  dernier 
ARNt  decharge  s'accompagne  de  la  dissociation 

E  N  C  A  r  t  b 

Antibiotiques  et 

Les  antibiotiques  naturels  sont  des  composes  de 
faible  masse  moleculaire,  produits  en  general  par 
des  micro-organismes  (Bacteries  ou  Champi¬ 
gnons)  et  qui,  en  diffusant  dans  l'environnement, 
inhibent  la  croissance,  ou  meme  tuent  d'autres 
especes  de  micro-organismes.  Ils  sont  en  general 
efficaces  a  de  tres  faibles  concentrations  et  jouent 
un  role  important  dans  la  competition  entre  etres 
vivants  concurrents,  vivant  dans  le  sol  ou  les 
eaux.  Leurs  modes  d'action  sont  tres  divers  ;  cer¬ 
tains  ont  pour  cible  les  membranes  bacteriennes, 
d'autres  empechent  la  synthese  de  la  paroi  cellu- 
laire,  d'autres  encore  inhibent  la  replication  de 
l'ADN  ou  sa  transcription.  Un  grand  nombre  agit 
aussi  specifiquement  sur  le  processus  de  traduc¬ 
tion  bacterienne,  au  niveau  de  differentes  etapes. 
Parmi  les  plus  connus,  on  peut  citer  : 

-  la  tetracycline,  qui  bloque  la  liaison  de  l'ami- 
noacyl-ARNt  au  site  A  de  la  sous-unite  50  S ; 

-  la  streptomycine,  qui  se  fixe  sur  la  sous-unite 
30  S  et  entraine  des  erreurs  de  lecture  de 
l'ARNm ; 

-  le  chloramphenicol,  qui  inhibe  la  reaction  de  la 
peptidyl-transferase ; 


du  ribosome  en  deux  sous-unites  libres  qui  vont 
rejoindre  le  pool  de  sous-unites  hyaloplasmiques. 
Celles-ci  sont  pretes  a  recommencer  un  nouveau 
cycle  de  synthese  proteique  ;  l'ARNm  a  simultane- 
ment  ete  lui  aussi  libere. 

A  mesure  que  la  chaine  polypeptidique  s'al- 
longe,  au  cours  de  la  progression  du  ribosome  le 
long  de  l'ARNm,  elle  commence  a  se  replier  dans 
l'espace  et  a  acquerir  ses  structures  tridimension- 
nelles  II  et  III  caracteristiques.  Nous  verrons,  dans 
le  chapitre  9,  qu'en  realite  ce  phenomene  n'est 
generalement  pas  spontane,  contrairement  a  ce 
qu'on  a  longtemps  cru,  et  que  des  proteines  speci- 
fiques  (proteines  chaperons),  participent  a  ce  pro¬ 
cessus. 

6.2.5.  Action  des  inhibiteurs  de  la  traduction 

La  complexity  de  la  machinerie  et  du  mecanisme 
traductionnel  les  rend  particulierement  sensibles  a 
un  grand  nombre  de  composes  d'origine  biolo- 
gique  ou  synthetique,  qui  agissent  comme  des  poi¬ 
sons  de  la  synthese  proteique.  Parmi  ceux-ci,  les 
antibiotiques  sont  les  plus  repandus. 


synthese  proteique 

-  l'erythromycine,  qui  bloque  la  translocation  du 
ribosome. 

L'utilisation  medicale  des  antibiotiques  comme 
substances  antibacteriennes  exploite  entre  autres 
les  differences  structurales,  et  done  fonction- 
nelles,  qui  existent  entre  les  ribosomes  des 
Procaryotes  et  ceux  des  Eucaryotes  ;  en  effet,  ces 
substances,  qui  sont  actives  contre  les  ribosomes 
des  premiers,  restent  sans  effet  sur  les  ribosomes 
hyaloplasmiques  et  la  traduction  chez  les 
Eucaryotes.  C'est  pour  cette  raison  que  ces  com¬ 
poses  sont  des  medicaments  aussi  efficaces 
contre  les  infections  bacteriennes,  car  on  peut  les 
utiliser  a  des  doses  relativement  massives  sans 
qu'il  en  resulte  une  trop  forte  toxicite  immediate 
pour  nos  organismes.  Cependant,  on  observe  des 
effets  secondaires  (parfois  graves),  qui  decoulent 
du  fait  que  les  ribosomes  specifiques  des  mito- 
chondries  de  nos  cellules  sont  le  plus  souvent 
sensibles  a  ces  antibiotiques  antibacteriens  ;  on  ne 
peut  pas  bloquer  impunement  la  synthese  des 
proteines  au  sein  de  ces  organites  sans  les  alterer. 
Ce  phenomene  reflete  l'origine  procaryotique  de 
ces  organites  (voir  chapitre  16). 
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Ces  proprietes  remarquables  de  selectivity  des 
inhibiteurs  de  la  synthese  proteique  au  niveau  des 
ribosomes  sont  tres  utiles  dans  la  recherche  experi- 
mentale  en  biologie,  car  elles  permettent  de  distin- 
guer  dans  les  cellules  eucaryotiques  les 
mecanismes  de  synthese  proteique  propres  a  leurs 
differents  compartiments.  Par  exemple,  le  chlo¬ 
ramphenicol  n'inhibe  que  la  synthese  proteique 
liee  aux  mitochondries  ou  aux  chloroplastes,  tan- 
dis  que  la  cycloheximide  ou  l'anisomycine  n'agis- 
sent  que  sur  les  ribosomes  80  S  du  hyaloplasme.  II 
existe  aussi  d'autres  antibiotiques  non  specifiques, 
inhibant  la  synthese  proteique  chez  tous  les  etres 
vivants,  au  niveau  de  toutes  leurs  categories  de 
ribosomes,  comme  la  puromycine. 


6.3  Transcription  et  traduction  simultanees 
chez  les  Procaryotes 


Chez  les  Procaryotes,  l'absence  de  systemes 
membranaires  et  de  compartimentation  fait  que  le 
materiel  genetique  est  directement  en  contact  avec 
le  cytoplasme,  et  done  avec  les  ribosomes  qu'il 
contient.  Ceci  a  pour  consequence  directe  que  la 
synthese  des  proteines  peut  demarrer  sans  delai 
sur  un  ARNm  qui  vient  juste  d'etre  transcrit  sur 
l'ADN.  En  fait,  comme  e'est  l'extremite  5'  P  de 
l'ARNm  qui  est  liberee  la  premiere  au  cours  de  la 
transcription,  et  qui  sert  aussi  de  point  de  depart 
de  la  traduction,  les  ribosomes  ont  la  possibility  de 
s'associer  aux  ARNm  avant  que  ces  derniers  soient 
completement  termines  ;  leur  extremity  3'  OH  est 
encore  accrochee  a  l'ADN  par  l'ARN  polymerase 
alors  que  l'extremite  5'  P  est  deja  decodee.  La  pro¬ 


gression  de  l'ARN  polymerase  et  celle  des  ribo¬ 
somes  le  long  de  l'ARNm  se  font  sensiblement  a  la 
meme  vitesse  :  14  ou  15  codons  synthetises  ou 
decodes  par  seconde.  Ce  phenomene  est  appele  : 
transcription  et  traduction  simultanees,  et  il  est 
tres  frequemment  rencontre  chez  les  Bacteries,  en 
particulier  celles  dont  la  croissance  est  rapide.  En 
revanche,  l'existence  du  noyau  chez  les  Eucaryotes 
conduit  a  la  separation  de  ces  deux  processus  fon- 
damentaux  ;  les  consequences  en  seront  en  fait 
considerables  (voir  chapitre  8). 

Des  que  l'extremite  5'  P  de  l'ARNm  est  liberee 
par  le  premier  ribosome  qui  a  un  peu  progresse 
vers  l'autre  extremity,  un  autre  vient  se  fixer  a  ce 
niveau,  et  ainsi  de  suite,  de  sorte  qu'un  seul  ARNm 
porte  un  grand  nombre  de  ribosomes  qui  le  dece¬ 
dent  simultanement.  Cette  structure  constituee  de 
nombreux  ribosomes  disposes  en  « train »  sur  un 
seul  ARNm  est  appelee  un  polyribosome  ou  poly¬ 
some.  La  longueur  de  la  chaine  polypeptidique 
naissante  associee  a  chaque  ribosome  est  propor- 
tionnelle  a  la  distance  parcourue  par  celui-ci  le 
long  de  la  sequence  codante  de  l'ARNm.  Comme 
plusieurs  ARN  polymerases  fonctionnent  simulta- 
nement  sur  le  meme  gene,  ces  polysomes  sont 
associes  en  «grappes»  a  l'ADN  bacterien.  Des 
images  spectaculaires  de  ce  phenomene  ont  ete 
obtenues  en  microscopie  electronique  (voir 
figure  4.16),  apres  etalement  delicat  de  nucleoides 
bacteriens  sur  des  supports  appropries  et  ombrage 
metallique  (voir  chapitre  3). 

Ces  processus  contribuent  a  amplifier  l'informa- 
tion  genetique  au  moment  de  son  expression  et 
permettent  de  comprendre  comment  un  seul 
ARNm  peut  fabriquer  en  peu  de  temps  un  tres 
grand  nombre  de  copies  identiques  de  la  meme 


Figure  4.16 

Phenomene  de  transcription-traduction  simultanees  chez  les  Bacteries 

La  fibre  axiale  est  constituee  par  la  molecule  l'ADN  nu,  d'ou  partent  des  bras  lateraux  representant  des  ARNm  en 
cours  de  transcription,  recouverts  de  ribosomes.  Les  molecules  d'ARNm  sont  d'autant  plus  longues  que  le  processus 
de  transcription  est  avance,  ce  qui  indique  le  sens  de  progression  de  l'ARN  polymerase  (vers  la  droite  du  schema).  Le 
segment  d'ADN  ainsi  transcrit  en  un  seul  ARNm  constitue  une  unite  de  transcription  correspondant,  le  plus  souvent, 
a  plusieurs  genes  de  proteines  ;  les  zones  probables  des  signaux  sont  figurees  sous  forme  de  deux  points.  (D'apres  un 
cliche  de  O.  Miller,  1970). 
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proteine.  Dans  le  cas  de  l'operon  tryptophane  de 
E.  coli,  qui  correspond  a  une  unite  de  transcription 
de  7  000  nucleotides  pour  les  cinq  genes,  on  cal- 
cule  que  quinze  molecules  d'ARN  polymerase 
environ  transcrivent  simultanement  l'ADN,  et  que 
trente  ribosomes  fonctionnent  sur  chaque  ARNm. 
Si  on  admet  un  evenement  d'initiation  de  la  trans¬ 
cription  toutes  les  12  secondes,  et  les  valeurs  don- 
nees  plus  haut  pour  la  traduction,  la  production 
est  d'environ  150  molecules  par  minute,  pour  une 
proteine  donnee  de  cet  operon. 

Malgre  leur  simplicity  d'organisation,  on  est 
neanmoins  amene  a  distinguer,  chez  les  Proca¬ 
ryotes,  trois  localisations  possibles  pour  leurs  poly¬ 
somes  :  ceux  qui  restent  accroches  au  nucleoide, 
ceux  qui  fonctionnent  en  etant  libres  dans  le  cyto- 
plasme,  et  ceux  qui  sont  accroches  a  la  face  interne 
de  la  membrane  cytoplasmique,  et  participent  a  la 
secretion  des  proteines  dans  le  milieu  exterieur 
(voir  plus  loin). 

6.4  Caracteres  specifiques  de  la  traduction 
chez  les  Eucaryotes 


Lorsqu'on  s'interesse  aux  evenements  situes  en 
aval  du  mecanisme  initial  de  synthese  de  la  chaine 
polypeptidique,  il  existe  une  difference  tres  impor- 
tante  entre  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes.  Chez 
tous  les  etres  vivants,  les  proteines  fabriquees  par 
les  cellules  ont  deux  destinations  possibles  : 

-  soit  elles  restent  dans  la  cellule  elle-meme,  dis- 
soutes  dans  le  cytoplasme  ou  dans  la  lumiere  des 
organites,  ou  bien  integrees  dans  des  systemes 
membranaires  :  essentiellement  la  membrane 
plasmique,  chez  les  Bacteries  (et  les  sacs  thyla- 
koidiens  des  Cyanobacteries  et  des  autres 
Bacteries  photosynthetiques)  et  les  diverses 
membranes  des  multiples  organites  des  cellules 
eucaryotiques ; 

-  soit  elles  sont  secretees  dans  le  milieu  exterieur, 
ou  elles  assurent  des  fonctions  extremement 
variees  (protection,  digestion,  signalisation...). 

Ce  dernier  phenomene  reste  d'ampleur  limitee 
chez  les  Procaryotes  :  les  rares  proteines  secretees 
dans  le  milieu  extracellulaire  sont  alors  fabriquees 
sur  les  polysomes  associes  a  la  membrane  cyto¬ 
plasmique,  grace  a  des  mecanismes  moleculaires 
voisins  de  ceux  qui  seront  decrits  en  detail  pour 
les  Eucaryotes,  dans  le  chapitre  9.  Cependant, 
alors  que  les  proteines  bacteriennes  sont  directe- 
ment  secretees  sans  avoir  subi  de  modification  chi- 


mique,  les  proteines  eucaryotiques  connaissent, 
entre  le  moment  de  la  synthese  de  la  chaine  poly¬ 
peptidique  et  remission  a  l'exterieur,  un  long  tra- 
jet  intracellulaire  accompagne  de  multiples 
remaniements  ou  additions  de  composes  divers. 
La  microscopie  electronique  montre  qu'il  existe, 
dans  le  cytoplasme  des  cellules  eucaryotiques, 
deux  categories  de  ribosomes  differant  non  pas 
par  leur  nature,  mais  par  leur  localisation  :  une 
partie  semble  flotter  librement  dans  le  hyalo- 
plasme,  sous  forme  de  polysomes  libres,  tandis 
que  l'autre  est  etroitement  associee  a  la  face 
externe  des  membranes  du  reticulum  endoplas- 
mique  rugueux.  Des  coupes  tangentielles  de  ce 
dernier  montrent  que  les  ribosomes  sont  ici  aussi 
organises  en  polysomes,  dits  lies. 

Le  reticulum  rugueux  est  le  lieu  initial  de  la 
synthese  des  proteines  secretees  ;  les  ribosomes 
qui  lui  sont  associes  sont  directement  responsables 
de  la  polymerisation  de  la  chaine  polypeptidique, 
mais  ce  processus  est  double  d'un  mecanisme 
simultane  de  penetration  de  la  chaine  naissante 
dans  la  cavite  de  cet  organite,  a  travers  sa  mem¬ 
brane.  Ce  mecanisme,  valable  egalement  pour  les 
proteines  membranaires  et  lysosomales,  est  appele 
insertion  cotraductionnelle.  Les  ribosomes  libres, 
en  revanche,  fabriquent  des  proteines  dont  les  des- 
tinees  sont  tres  diverses,  en  raison  de  la  complexite 
de  l'organisation  des  cellules  eucaryotiques  ; 
celles-ci  peuvent  rester  soit  dans  le  hyaloplasme, 
soit  gagner  les  membranes  ou  la  lumiere  de  tres 
nombreux  organites,  autres  que  le  reticulum  : 
noyau,  mitochondries...  C'est  le  probleme  du 
routage  intracellulaire  des  proteines,  qui  sera 
traite  dans  le  chapitre  9. 


7.  ORGANISATION  ET  TAILLE 
DES  GENOMES  CHEZ  LES  VIRUS 
ET  LES  ETRES  VIVANTS 


7.1  Genomes  des  Virus 


L'organisation  structural  et  les  cycles  biolo- 
giques  des  Virus  seront  presentes  dans  le 
chapitre  15.  On  peut  cependant,  des  a  present, 
decrire  la  nature,  la  taille  et  l'organisation  des 
genomes  de  ces  « etres »  que  de  nombreuses  carac- 
teristiques  situent  en  marge  du  monde  vivant.  II 
existe  chez  les  Virus  une  extreme  diversite  de 
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situations  puisque  l'ADN,  aussi  bien  que  l'ARN,  a 
l'etat  double-brin  ou  simple-brin  tous  les  deux, 
peuvent  faire  office  de  materiel  genetique. 
Generalement,  ce  genome  est  constitue  d'une  seule 
molecule,  lineaire  ou  circulaire,  mais  il  est  parfois 
forme  de  plusieurs  molecules  lineaires,  represen- 
tant  autant  d'unites  independantes  d'information. 
Le  nombre  de  genes  est  enfin  tres  variable,  soit 
extremement  reduit  (un  ou  deux  genes),  ou  bien 
tres  eleve  (jusqu'a  200  ou  300  genes).  Le  cas  des 
Virus  a  ARN  est  interessant  au  plan  biologique, 
particulierement  ceux  dits  a  ARN  negatif,  car  leur 
materiel  genetique  est  en  fait  complementaire  de 
celui  d'un  ARNm  (qualifie  d'ARN  positif),  et 
done  completement  inutilisable  (illisible)  par  la 
cellule-hote.  Nous  etudierons,  dans  le  chapitre  15, 
plusieurs  exemples  de  cycles  illustrant  l'etonnante 
diversity  des  situations  genetiques  rencontrees 
chez  les  Virus.  Dans  tous  les  cas,  les  cellules-hotes 
ne  sachant  traduire  que  des  ARNm,  il  faut  que  le 
materiel  genetique  du  Virus,  quelle  que  soit  sa 
nature,  arrive  a  produire  cette  molecule. 

Quelques  exemples  classiques,  arbitrairement 
classes  par  ordre  croissant  de  nombre  de  genes, 
peuvent  etre  donnes. 

•  Les  Parvovirus  sont  des  Virus  de  Vertebres 
ayant  une  organisation  tres  simple  et  une  taille 
reduite  (par  rapport  a  la  moyenne  des  Virus,  d'oii 
leur  nom).  Leur  genome  lineaire  est  constitue  d'une 
seule  molecule  d'ADN  simple-brin,  dont  la  taille, 
selon  les  cas,  comprend  2  a  5  000  nucleotides  ;  le 
nombre  de  genes  est  compris  entre  3  et  5. 

•  Le  Virus  de  la  mosaique  du  tabac  a  un  genome 
d'ARN  simple-brin  positif,  constitue  d'une  seule 
molecule  de  6  395  nucleotides,  possedant  seule- 
ment  quatre  genes. 

•  Le  Virus  de  la  grippe  est  un  Virus  de  Verte¬ 
bres  a  ARN  simple-brin  negatif,  dont  le  genome  de 

13.5. 103  nucleotides  est  fragments  en  huit  mole¬ 
cules  lineaires  contenant  douze  genes  ; 

•  Le  bacteriophage  T4  est  un  Virus  de  Bacteries, 
de  grande  taille  et  d'organisation  tres  complexe  ; 
son  genome  unique  est  lineaire  et  constitue  d'ADN 
double-brin.  La  taille  de  cette  molecule  est  de 

165. 103  paires  de  bases  (soit  environ  56  pm  de 
long)  et  son  genome  comprend  environ  200  genes. 


•  Le  Virus  de  la  vaccine  (Virus  de  Vertebres)  est 
un  gros  Virus,  dont  le  diametre  est  de  300-400  nm ; 
il  possede  un  genome  a  ADN  double-brin  dont  la 
taille  (240. 103  paires  de  bases)  et  le  nombre  de 
genes  sont  encore  superieurs  a  ceux  de  T4. 


Les  Virus  etant  des  parasites  absolus  de  Bacteries 
ou  de  cellules  eucaryotiques,  leurs  genes  posse- 
dent  des  caracteristiques  structurales  et  fonction- 
nelles  (organisation  generale,  signaux)  semblables 
a  celles  des  genes  de  leurs  hotes  ;  cette  propriety  a 
souvent  ete  mise  a  profit  pour  analyser  le  fonction- 
nement  de  ces  derniers.  En  particulier,  e'est  chez 
les  Virus  animaux  a  ADN  que  l'organisation 
mosaique  des  genes  de  proteines  a  ete  mise  en  evi¬ 
dence  pour  la  premiere  fois  (adenovirus).  Les 
genomes  viraux  ne  codent  que  des  proteines,  soit 
enzymatiques,  soit  de  structure  (de  capside  ou 
d'enveloppe).  Ils  ne  codent  jamais  d'ARNr  et  par¬ 
fois  seulement  quelques  rares  ARNt,  et  ils  depen¬ 
dent  done  totalement  de  la  machinerie  de 
traduction  des  cellules-hotes  pour  se  multiplier. 

Le  premier  genome  complet  a  avoir  ete 
sequence  est  celui  du  Virus  OX  174  (en  1978)  ;  il 
s'agit  d'un  Virus  a  ADN  simple-brin,  dont  le 
genome  contient  5  386  paires  de  bases  et 
onze  genes.  La  grande  surprise  de  cette  analyse  fut 
que  la  capacite  de  codage  de  ce  genome,  en 
nombre  de  paires  de  bases,  semblait  inferieure  a  ce 
que  l'etude  des  proteines  fabriquees  laissait  pre- 
voir.  En  fait,  e'est  un  exemple  rare  de  genome 
complexe  ou,  localement,  une  meme  sequence 
d'ADN  peut  servir  a  coder  deux  proteines  diffe- 
rentes,  en  utilisant  deux  cadres  de  lecture  distincts 
(la  sequence  d'un  petit  gene  est  done  incluse  dans 
un  plus  grand).  A  l'heure  actuelle,  des  centaines 
de  genomes  viraux  ont  ete  sequences,  en  raison  de 
leur  petite  taille,  et  surtout  a  cause  de  l'interet  que 
cela  represente  pour  la  lutte  contre  les  pathologies 
associees  a  leur  multiplication. 


7.2  Genomes  des  Procaryotes 


Le  materiel  genetique  des  cellules  procaryo- 
tiques  est  constitue  d'une  seule  molecule  d'ADN 
double-brin  dont  la  longueur  est  de  l'ordre  du  mil¬ 
limetre  (1,3  mm  chez  E.  coli).  Cette  molecule  est 
refermee  sur  elle-meme,  et  est  dite  circulaire  ;  cette 
organisation  a  historiquement  ete  deduite  a  partir 
d'experiences  de  genetique,  avant  d'etre  observee 
au  microscope.  Dans  les  cellules  en  croissance 
rapide,  on  peut  observer  deux  copies  identiques 
de  cette  molecule  par  cellule,  sous  forme  de  deux 
nucleoi’des  bien  distincts,  aux  deux  extremites  de 
la  cellule.  L'ADN  bacterien,  longtemps  considere 
comme  nu  et  baignant  directement  dans  le  cyto- 
plasme,  est  recouvert  de  proteines  basiques  (diffe- 
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rentes  des  histones  des  Eucaryotes  ;  voir  cha- 
pitre  8),  susceptibles  de  s'associer  etroitement  a  lui 
par  des  liaisons  ioniques,  sans  toutefois  l'organiser 
de  fa  con  tres  compacte.  Bien  qu'il  n'y  ait  pas  ici  de 
vrais  nucleosomes,  on  utilise  cependant  le  terme 
de  chromatine  bacterienne. 

Dans  la  cellule  bacterienne,  la  molecule  d'ADN 
doit  etre  extremement  compactee  puisque  sa  lon¬ 
gueur  est  pres  de  1  000  fois  plus  grande  que  celle 
de  la  cellule  elle-meme.  Elle  est  en  fait  organisee 
en  grandes  boucles  (au  nombre  de  50  a  100),  dont 
les  pieds  sont  probablement  rapproches  par  des 
proteines  de  liaison.  Ce  type  de  structure,  qui 
recouvre  certainement  des  aspects  fonctionnels, 
est  universel  car  nous  l'evoquerons  a  nouveau  lors 
de  l'etude  de  la  chromatine  des  Eucaryotes.  II  faut 
enfin  signaler  que  l'ADN  est  associe  a  la  mem¬ 
brane  cytoplasmique  de  la  Bacterie  ;  ceci  est  lie  au 
fait  que  les  enzymes  de  replication  sont  elles- 
memes  membranaires  et  que  c'est  la  seule  fa  con 
chez  les  Bacteries,  qui  n'ont  pas  d'appareil  mito- 
tique,  d'assurer  la  segregation  des  molecules  filles 
apres  la  replication  (voir  chapitre  12). 

L'etendue  des  tailles  des  genomes  chez  les 
Procaryotes  va  de  0,6  a  13. 10 6  paires  de  bases.  Les 
plus  petits  d'entre  eux  sont  rencontres  chez  les 
Mycoplasmes,  qui  sont  des  parasites  de  cellules 
animales  ou  vegetales.  Ces  formes,  tres  simplifiees 
par  rapport  aux  formes  libres  (c'est  une  constante 
chez  les  parasites),  ont  des  genomes  possedant 
seulement  3  a  4  fois  plus  de  genes  que  les  genomes 
viraux  les  plus  complexes  (environ  750).  Les 
Bacteries  les  plus  courantes,  libres,  ont  des 
genomes  3  a  10  fois  plus  longs,  c'est-a-dire  posse¬ 
dant  de  2  a  8.106  paires  de  bases  (4,6.106,  par 
exemple,  chez  E.  coli ) ;  ceci  represente  en  moyenne 
3  a  4  000  genes.  Les  plus  gros  genomes  procaryoti- 
ques  sont  trouves  chez  les  Cyanobacteries  et  les 
Streptomycetes. 

Les  progres  recents  de  la  biologie  moleculaire 
ont  permis  de  sequencer,  en  tres  peu  de  temps, 
plusieurs  genomes  bacteriens  complets.  La  pre¬ 
miere  sequence  integrale  fut  celle  de  Haemophilus 
influenzae  (1995),  qui  comporte  1  743  genes.  On  en 
compte  actuellement  pres  de  300  (publies  ou  en 
voie  de  l'etre),  dont  plus  de  20  Archebacteries.  On 
peut  citer  comme  exemples  :  E.  coli,  Bacillus  subtilis, 
Mycoplasma  s p.,  Methanococcus  sp.,  etc.  On  connait 
desormais  le  nombre  precis  de  genes  de  tous  ces 
organismes  ;  ces  etudes  montrent  qu'une  bonne 
partie  d'entre  eux  correspondent  a  des  proteines 
dont  les  fonctions  sont  completement  inconnues  ! 


L'etude  de  l'organisation  des  genes  bacteriens 
montre  qu'ils  sont  extremement  compactes  dans  le 
chromosome,  de  sorte  que  ce  dernier  ne  comprend 
pratiquement  pas  de  sequences  « inutiles  »,  contrai- 
rement  a  ce  qui  est  decrit  chez  les  Eucaryotes. 
Cette  organisation  remarquable  est  le  resultat 
d'une  longue  evolution,  qui  s'est  faite  dans  le 
cadre  d'une  strategic  privilegiant  l'economie  dans 
la  quantite  de  l'information  genetique.  Cette 
observation  est  a  rapprocher  du  fait  que  les 
Bacteries,  etres  unicellulaires,  ont  un  mode  de 
reproduction  asexuee  avec  un  rythme  de  division 
tres  rapide  (20  a  25  minutes  chez  £.  coli,  par 
exemple).  Cette  rapidite  permet  de  coloniser  tres 
efficacement  les  milieux  et  d'obtenir  des  effectifs 
considerables  en  peu  de  temps.  Comme  des  muta¬ 
tions  apparaissent  de  fa  con  reguliere,  elles  peu- 
vent  assurer,  meme  si  elles  sont  peu  frequentes, 
une  adaptation  rapide  des  populations  a  tout 
changement  de  milieu,  sous  l'action  de  la  selection 
naturelle. 

Outre  leur  genome  specifique,  les  Bacteries  pos- 
sedent  regulierement,  dans  la  nature,  des  genomes 
surnumeraires  dits  plasmidiques  (ou  plasmides), 
porteurs  d'une  information  genetique  facultative. 
Ces  petites  molecules  d'ADN  sont  generalement 
double-brin,  circulaires,  et  longues  de  quelques 
pm  ;  elles  se  perpetuent  de  fa  con  autonome  dans 
le  cytoplasme  des  bacteries,  independamment  du 
chromosome  principal.  Les  plasmides  sont  por¬ 
teurs  d'un  certain  nombre  de  genes  (en  moyenne, 
une  dizaine)  qui,  en  s'exprimant  en  termes  de  pro¬ 
teines  (comme  n'importe  quel  gene  bacterien,  viral 
ou  eucaryotique)  grace  a  la  machinerie  cellulaire 
qu'ils  utilisent,  conferent  a  la  cellule-hote  des  pro- 
prietes  nouvelles  (voir  le  chapitre  15). 


7.3  Genomes  des  organismes  eucaryotiques 


La  premiere  caracteristique  des  Eucaryotes,  qui 
fonde  leur  definition  originale,  est  que  la  quasi- 
totalite  de  leur  materiel  genetique  est  enfermee 
dans  un  compartiment  membranaire  particulier  : 
le  noyau,  qui  sera  decrit  en  detail  dans  le  cha¬ 
pitre  8.  La  reserve  qui  est  formulee  tient  au  fait 
que  tous  (ou  presque)  les  Eucaryotes  possedent  en 
outre  des  genomes  dits  extranucleaires,  localises 
dans  certains  de  leurs  organites  :  les  mitochondries 
et  les  plastes. 
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7.3.1.  Organisation 

ET  TAILLE  DES  GENOMES  NUCLEAIRES 

Le  genome  eucaryotique  est  typiquement  frag¬ 
ments  en  multiples  chromosomes  lineaires,  conte- 
nant  chacun  une  seule  molecule  d'ADN.  Cette 
particularite  est  certainement  liee  au  fait  que  la 
taille  moyenne  des  genomes  eucaryotiques,  expri- 
mee  en  paires  de  bases  totales,  est  tres  superieure 
a  celle  connue  chez  les  Procaryotes. 

La  figure  4.17  montre  que  la  taille  des  genomes 
augmente  assez  regulierement  a  mesure  que  l'on 
s'avance  dans  l'echelle  de  complexite  evolutive 
des  Eucaryotes.  Les  plus  simples  d'entre  eux, 
comme  la  levure  de  biere,  contiennent  dans  leur 
noyau  a  peine  4  fois  plus  d'ADN  que  E.  coli,  soit 
1,6.107  paires  de  bases  contre  4,6. 106.  A  l'oppose 
de  ces  valeurs,  on  note  que  certains  organismes 
contiennent  dans  leur  genome  haploide  (pour  nor- 
maliser  les  comparaisons  exprimant  la  complexite 
du  genome  ;  on  parle  alors  de  valeur  c)  jusqu'a 
1,3.10 1 1  paires  de  bases  !  On  trouve  ceci  chez  les 
Plantes  a  fleurs  (Monocotyledones),  certaines  fou- 
geres  et  quelques  Poissons  (Dipneustes).  II  existe 
done  quatre  ordres  de  grandeur  entre  les  valeurs 


extremes  rencontrees  chez  l'ensemble  des 
Eucaryotes  ;  ceci  est  comprehensible  car  la  com- 
plexification  des  organismes  necessite  un  nombre 
de  plus  en  plus  eleve  de  genes.  Cet  accroissement 
a  permis  tout  d'abord  de  passer  de  l'etat  unicellu- 
laire  a  l'etat  pluricellulaire,  puis  d'acquerir  les  dif- 
ferenciations  multiples  necessaires  pour  assurer 
des  fonctions  diversifies  :  locomotion,  fonctions 
de  nutrition  et  de  relation  chez  les  Animaux,  par 
exemple,  ainsi  que  la  reproduction  sexuee. 

Cependant,  si  la  tendance  generate  est  a  l'aug- 
mentation  de  la  quantite  d'information  au  cours 
de  revolution,  il  faut  noter  qu'il  existe  des  etres 
vivants,  relativement  proches  du  point  de  vue  sys- 
tematique,  chez  qui  la  variabilite  de  la  valeur  c  est 
considerable.  Le  fait  qu'on  observe  une  variation 
importante  de  la  taille  du  genome  au  sein  d'un 
groupe  vegetal  ou  animal  (un  facteur  100,  dans  le 
cas  des  Amphibiens,  par  exemple),  parait  difficile- 
ment  explicable  :  un  triton  ne  semble  pas  100  fois 
plus  «complique»  qu'une  grenouille  verte  !  Un 
element  devaluation  de  ce  paradoxe  vient  d'abord 
du  calcul  du  nombre  de  genes  potentiel  chez  un 
Eucaryote  complexe  ;  l'Homme,  qui  a  un  genome 
de  3,3.10 9  paires  de  bases,  possederait,  sur  la  base 


Figure  4.17 

Diagramme  representant  la  variation  des  failles  des  genomes  des  etres  vivants 

Quelques  exemples  precis,  cites  dans  le  texte,  sont  mentionnes.  (Echelle  donnee  en  paires  de  bases) 
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du  calcul  precedemment  effectue  chez  les 
Bacteries,  un  nombre  de  genes  differents  de  l'ordre 
de  10 6.  Or,  de  nombreux  arguments  genetiques 
suggerent  que  ceci  ne  peut  pas  etre  le  cas,  en  rai¬ 
son  d'un  nombre  trop  eleve  de  mutations  et  une 
accumulation  insupportable  de  genes  deleteres  (le 
fardeau  genetique)  ;  on  en  deduit  qu'un  nombre 
de  genes  dix  fois  plus  faible  devrait  suffire. 

II  existe,  dans  les  chromosomes  de  la  plupart 
des  Eucaryotes,  des  sequences  relativement 
courtes  (de  quelques  dizaines  a  quelques  centaines 
de  bases),  mais  qui  sont  repetees  le  long  de  la 
molecule  d'ADN  a  des  milliers  ou  meme  des  mil¬ 
lions  d'exemplaires  pratiquement  identiques.  Cet 
ADN  dit  repetitif  rend  compte  de  la  plus  grande 
partie  de  l'ADN  non  informatif  signale  plus  haut. 
Par  opposition,  l'ADN  informatif  est  largement 
constitue  de  genes  uniques,  presents  en  un  seul 
exemplaire  dans  un  genome  haploide,  et  codant 
des  proteines.  II  existe  aussi  des  genes  presents  en 
un  nombre  limite  de  copies  identiques  ou  tres  voi- 
sines  (atteignant  parfois  quelques  dizaines  d'uni- 
tes),  et  on  parle  alors  de  families  multigeniques  : 
c'est  le  cas  des  histones,  des  tubulines,  des 
actines...  Entre  ces  deux  situations,  enfin,  les 


genes  codant  les  ARNr  et  les  ARNt  sont  presents 
en  plusieurs  centaines  ou  milliers  de  copies  prati¬ 
quement  identiques  ;  on  parle  dans  ce  cas  de 
genes  redondants.  La  signification  physiologique 
de  ce  phenomene  a  ete  indiquee  plus  haut.  Les  dif¬ 
ferents  membres  d'une  famille  multigenique  deri- 
vent  d'un  gene  ancestral  par  duplication,  puis 
evolution  independante  et  divergente. 

Pour  des  raisons  evidentes  de  simplicity,  le 
dechiffrage  complet  des  genomes  doit  d'abord  etre 
conduit  sur  des  organismes  contenant  un  mini¬ 
mum  d'ADN  dans  leurs  noyaux,  tout  en  ayant  une 
complexity  evolutive  suffisante.  C'est  ainsi  que 
parmi  les  modeles  de  laboratoire,  on  trouve  res- 
pectivement  chez  les  Animaux,  les  Vegetaux  et  les 
Champignons  :  la  drosophile  et  le  Ver  nomine 
Caenorhabditis,  V  Arabidopsis  (une  petite  Crucifere) 
et  la  levure  de  biere,  qui  ont  les  plus  petits 
genomes  de  leur  groupe  (soit,  dans  l'ordre,  envi¬ 
ron  36,  22,  22  et  4  fois  le  genome  de  Escherichia 
coli).  La  relativement  faible  abondance  d'ADN 
inutile  dans  ces  genomes  a  permis,  ou  permettra, 
d'identifier  a  bref  delai  tous  leurs  genes  impor- 
tants.  A  l'heure  actuelle,  plusieurs  genomes  sont 
completement  sequences  :  ceux  de  la  levure,  du 


COMMENTAIRE 
Le  paradoxe  de  la  valeur  de  c 


Des  experiences  de  biologie  moleculaire  (hybri¬ 
dation  de  tous  les  ARN  transcrits  par  des  cellules 
variees  avec  l'ADN  genomique)  ont  montre  que, 
chez  l'Homme,  moins  de  10  %  de  l'ADN  est  reco¬ 
pie  en  termes  d'ARN  et  peut  etre  qualifie  d'ADN 
informatif  ;  de  plus,  nous  avons  vu  qu'une 
grande  partie  de  la  sequence  des  ARN  transcrits 
chez  les  Eucaryotes  (les  introns)  n'est  pas 
codante.  On  pense  actuellement  qu'un  nombre  de 
40  000  genes  differents  pour  les  organismes  ani¬ 
maux  ou  vegetaux  les  plus  complexes  est  une 
valeur  limite.  L'ADN  de  ces  genomes  qui  ne  code 
ni  des  proteines,  ni  d'autres  ARN  non  messagers, 
semble  done  depourvu  de  sens  genetique  ;  c'est 
effectivement  ce  que  demontrent  les  analyses  les 
plus  recentes  qui  permettent  d'obtenir  les 
sequences  de  grands  fragments  de  chromosomes 
(ou  de  genomes  complets  ;  voir  plus  loin).  On 
peut  tout  a  fait  comparer  les  genes  et,  mieux 
encore,  leurs  parties  reellement  information- 
nelles,  a  de  petits  ilots  porteurs  de  sens  dans  un 
ocean  de  sequences  qui  n'en  ont  pas  !  Parmi  les 


Eucaryotes,  la  levure  de  biere  semble  faire  excep¬ 
tion,  car  la  proportion  d'ADN  non  informatif 
chez  cet  organisme  reste  en  effet  mineure  ;  en 
particulier,  la  plupart  de  ses  genes  sont  depour- 
vus  d'introns,  a  la  maniere  des  Procaryotes. 

A  partir  du  moment  ou  l'on  admet  le  principe  de 
l'existence  d'un  ADN  non  informatif,  absent  chez 
les  Procaryotes,  on  comprend  que  certains  orga¬ 
nismes  puissent  avoir  des  genomes  geants,  sans 
proportion  avec  le  nombre  reel  de  sequences 
« utiles ».  De  meme,  des  organismes  de  com¬ 
plexity  evolutive  voisine  peuvent  avoir  accumule 
plus  ou  moins  de  sequences  « inutiles  »  dans  leur 
genomes,  sans  que  cela  prete  apparemment  a 
consequence.  Cette  observation  pose  des  ques¬ 
tions  sur  la  fa  con  dont  de  telles  differences  ont 
pu  s'installer,  et  surtout  sur  les  raisons  pour  les- 
quelles  elles  se  maintiennent,  alors  qu'elles 
constituent  une  charge  pour  les  cellules,  ne 
serait-ce  qu'energetique,  pour  assurer  la  synthese 
de  tout  ce  materiel. 
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Plasmodium,  du  Caenorhabditis  et  de  la  Drosophile. 
Ils  contiennent  respectivement :  6  000,  5  300,  19  000 
et  13  600  genes  de  proteines  ;  pres  du  tiers  des 
genes  identifies  correspondent  a  des  proteines  a 
fonctions  inconnues.  Le  genome  de  tres  nombreux 
autres  organismes  est  en  cours  de  sequengage  :  il 
faut  mentionner  divers  Protistes  ( Trypanosoma , 
Paramecium),  les  Champignons  des  genres 
Neurospora  et  Aspergillus,  et  enfin  la  souris  et 
l'Homme.  Ce  dernier  projet,  qui  constitue  un  des 
defis  de  la  biologie  de  ce  debut  de  siecle,  suscite  de 
nombreuses  polemiques,  a  la  fois  scientifiques, 
ethiques  et  commerciales. 


7.3.2.  Les  genomes  des  organites  semi- 

AUTONOMES  :  MITOCHONDRIES  ET  PLASTES 


Outre  leur  genome  nucleaire,  les  cellules  euca- 
ryotiques  possedent  une  information  genetique 
associee  aux  mitochondries  et  aux  plastes  ;  seuls 
quelques  rares  etres  unicellulaires  ne  possedent  pas 
de  mitochondries,  la  plupart  etant  des  parasites 
(Diplomonadines,  Microsporidies  et  Trichomo- 
nadines).  Certains  auteurs  considerent,  cependant, 
que  les  ancetres  de  ces  micro-organismes  ont  pos¬ 
sede  des  mitochondries  (voir  chapitre  15).  La  mise 
en  evidence  definitive  des  genomes  extranu- 
cleaires  date  du  debut  des  annees  60  ;  des  argu¬ 
ments  genetiques,  beaucoup  plus  anciens,  avaient 
laisse  supposer  leur  existence.  La  decouverte 
recente  de  ces  genomes  tient  au  fait  que,  de  fa  con 
assez  generale,  la  quantite  d'ADN  qu'ils  represen- 
tent  dans  les  cellules  reste  mineure  (inferieure  a 
quelques  %).  II  existe  neanmoins  des  cas  particu- 
liers  ou  cette  proportion  devient  non  negligeable, 
sinon  preponderante  (voir  plus  loin).  La  plupart 
des  genomes  extranucleaires  sont  circulaires, 
comme  chez  les  Bacteries  ;  comme  pour  tous  les 
ADN  circulaires,  ils  existent  dans  un  etat  natif  sur- 
enroule  (vrille)  au  sein  des  organites. 


•  L'ADN  mitochondrial  (ADNmt)  des  cellules 
animates  mesure  typiquement  5,5  pm  de  long 
environ,  et  est  long  de  16  a  17  000  paires  de  bases. 
On  compte  quelques  centaines  a  quelques  milliers 
de  copies  par  cellule  ;  chaque  organite  en  contient 
plusieurs  exemplaires,  visibles  en  microscopie 
electronique  sous  forme  de  nucleoide,  dans  les 
coupes,  ou  bien  individuellement  apres  choc 
osmotique  suivi  d'etalement  des  molecules  d'ADN. 
Dans  l'oeuf  de  grenouille,  qui  est  une  cellule 
geante  (son  volume  est  plus  de  2.105  fois  celui 
d'une  cellule  banale),  mais  possedant  un  seul 


noyau,  le  nombre  de  mitochondries  dans  le  cyto- 
plasme  est  tellement  eleve  que  l'ADNmt  est  pres 
de  100  fois  plus  abondant  que  l'ADN  nucleaire. 

Cette  molecule  a  ete  completement  sequencee 
chez  plusieurs  Vertebres  et  Invertebres  (Homme, 
xenope,  boeuf,  drosophile,  oursin...),  et  on  connait 
exactement  son  organisation  et  son  contenu  infor- 
matif,  qui  ont  ete  tres  conserves  au  cours  de  revo¬ 
lution  (voir  figure  4.18).  L'organite  possede  sa 
propre  machinerie  de  replication,  de  fabrication 
d'ARN  et  de  synthese  de  proteines,  mais  nous  ver- 
rons  cependant  que  cela  ne  suffit  pas  pour  lui 
conferer  une  veritable  autonomie  (voir  chapitres  9 
et  10).  L'ADNmt  animal  possede  deux  caracteris- 
tiques  tres  originates  :  1)  il  est  extremement  com¬ 
pact  au  plan  genetique,  dans  la  mesure  ou  aucune 
sequence  intergenique  et  aucun  intron  n'existent, 
et  2)  le  code  genetique  utilise  differe  du  code  uni- 
versel  au  niveau  de  trois  codons  :  le  codon  stop 
UGA,  par  exemple,  code  id  le  tryptophane. 

•  L'ADNmt  des  Champignons  varie  de  19  a 
108. 103  paires  de  bases,  selon  les  genres.  Il  a  sensi- 
blement  la  meme  capacite  de  codage  que  celui  des 
cellules  animates,  mais  il  est  en  general  beaucoup 
plus  «eclate»  ;  le  plus  connu  est  celui  de  la  levure 
de  biere,  qui  comprend  78.10 3  paires  de  bases  et 
mesure  25  pm  de  long.  Le  code  genetique  diverge 
ici  aussi  du  code  universel,  au  niveau  de  trois 
codons  (dont  un  different  de  celui  des  Animaux). 

•  L'ADNmt  des  Vegetaux  (0,2  a  2,4.10 6  paires 
de  bases)  est  beaucoup  plus  grand  et  complexe 
que  celui  decrit  chez  les  Animaux,  et  done  bien 
moins  connu.  Il  manifeste  une  tres  grande  diver- 
site,  meme  entre  especes  apparentees.  Au  sein 
d'une  seule  cellule,  et  probablement  au  sein  d'une 
meme  mitochondrie,  la  taille  des  molecules  est  tres 
variable  :  on  y  trouve  des  molecules  circulaires 
pouvant  atteindre  plusieurs  centaines  de  pm  de 
long,  parmi  lesquelles  on  distingue  des  « mole¬ 
cules  maitres»  et  des  «  molecules  f illes »  plus 
courtes  (done  incompletes),  de  taille  et  structure 
tres  diverses,  qui  en  derivent  par  des  processus  de 
recombinaison  interne  complexes.  Pour  cette  rai¬ 
son,  le  contenu  informationnel  de  l'ADN  de  ces 
mitochondries  est  longtemps  reste  difficile  a  iden¬ 
tifier  ;  mis  a  part  le  genome  d'une  Hepatique  : 
Marchantia  (1,86.105  paires  de  bases  ;  94  genes), 
seules  des  sequences  partielles  du  genome  sont 
disponibles.  Le  code  genetique  est  ici  le  code  uni¬ 
versel.  L'ADNmt  d'une  Algue  rouge  :  Chondrus, 
est  egalement  sequence  (25,8.103  paires  de  bases  ; 
51  genes,  dont  3  ARNr) ;  curieusement,  il  est  assez 
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Figure  4.18 

Molecules  d'ADN  mitochondrial  des  Animaux 

(1)  Carte  de  l'ADNmt  des  Mammiferes.  Noter  l'organisation  tres  compacte  de  ce  genome,  dans  lequel  aucune 
sequence  intergenique  n'existe,  en  dehors  de  l'origine  de  replication  (D-loop,  en  rouge  pale),  non  exprimee.  Ce  genome 
possede  2  genes  d'ARNr  (12  et  16  S),  22  genes  d'ARNt  (en  gris)  et  13  genes  codant  des  chaines  polypeptidiques, 
appartenant  toutes  a  des  complexes  de  la  membrane  mitochondriale  interne  (transporteurs  d'electrons  et  ATP  synthe¬ 
tase  ;  voir  chapitre  10).  (2)  photo  d'une  molecule  d'ADNmt  de  xenope,  vrillee  et  ayant  entame  sa  replication.  (Cliche 
Labo  BG,  Orsay).  Voir  aussi  le  cliche  10.5c,  pour  l'ADNmt  observe  in  situ. 

CO  :  cytochrome  oxydase  ;  ND  :  NADH  deshydrogenase.  Les  ARNt  sont  designes  par  les  acides  amines  fixes,  dans  la 
nomenclature  a  une  lettre. 


semblable  a  celui  des  Animaux  par  sa  faille,  son 
caractere  tres  compact  et  le  fait  qu'il  utilise  un 
code  genetique  modifie. 

•  L'ADN  chloroplastique  des  Vegetaux  verts 
(125-200. 103  paires  de  bases)  a  une  taille  relative- 
ment  importante  :  45  a  60  pm  de  long.  En  raison  de 
celle-ci  et  du  nombre  eleve  de  copies  par  organite 
(plusieurs  dizaines),  cet  ADN  est  souvent  assez 
abondant  dans  les  cellules  vegetales  :  >  10  %. 
Contrairement  a  l'ADN  mitochondrial  vegetal,  sa 
longueur  et  son  organisation  dans  une  espece  don- 
nee  sont  bien  determinees.  Cette  caracteristique, 
ajoutee  au  fait  que  les  chloroplastes  sont  faciles  a 
isoler  et  a  purifier,  a  permis  d'obtenir  la  sequence 
complete  de  cette  molecule  chez  plusieurs  orga- 
nismes  (Marchantia,  le  tabac,  le  mats,  le  riz,  etc.). 
Ce  genome  est  tres  conserve  evolutivement  ;  il 
possede  plus  de  100  genes,  impliques  dans  la  bio- 
genese  de  l'organite,  dont  60  environ  codent  des 
proteines.  Comme  dans  le  cas  de  l'ADN  mitochon¬ 
drial,  on  trouve  parmi  les  genes  identifies  ceux 


participant  a  la  constitution  de  l'appareil  interne 
de  traduction  :  ARNr  et  ARNt  (ainsi  que  quelques 
proteines  ribosomales),  et  ceux  intervenant  dans  la 
fabrication  d'enzymes  endogenes.  Parmi  les  pro¬ 
teines  connues,  il  faut  signaler  que  la  plus  grosse 
des  deux  sous-unites  de  l'enzyme  nominee 
RUBISCO  est  codee  par  l'ADN  de  l'organite  lui- 
meme  (voir  chapitre  10). 

Le  genome  plastidial  des  Algues  est  en  cours 
d'etude  ;  aucun  d'eux  n'est  encore  entierement 
sequence,  mais  de  nombreux  genes  sont  deja 
connus.  Des  renseignements  tres  importants  sont 
attendus  de  ce  travail,  en  particulier  pour  ce  qui 
concerne  l'origine  evolutive  sans  doute  heterogene 
des  plastes  dans  ce  groupe,  dans  le  cadre  de  la 
theorie  endosymbiotique  (voir  chapitre  16). 

Dans  tous  les  cas,  le  nombre  de  proteines 
codees  par  ces  genomes  reste  tres  faible  par  rap¬ 
port  a  toutes  celles  qui  constituent  les  organites 
(300  a  400  chez  les  mitochondries  animales,  et  pro- 
bablement  plus  dans  les  chloroplastes).  En  general, 
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moins  de  5  %  sont  codees  et  fabriquees  sur  place, 
toutes  les  autres  etant  codees  par  des  genes 
nucleaires  et  fabriquees  dans  le  hyaloplasme,  sur 
des  ribosomes  libres,  puis  importees  (voir 
chapitre  9)  ;  l'expression  consacree  :  organites 
semi-autonomes,  semble  done  tres  exageree. 

Les  mitochondries  ou  les  plastes  contiennent  un 
grand  nombre  de  compartiments  tels  que  :  mem¬ 
branes  externe  et  interne,  espace  intermembra- 
naire,  sacs  thylakoidiens,  matrice  ou  stroma  ;  des 


mecanismes  precis  d'adressage  et  d'importation 
doivent  permettre  aux  chaines  polypeptidiques 
d'origine  exogene  d'entrer  dans  les  organites  et 
d'y  trouver  exactement  leur  place.  De  fa^on  gene- 
rale,  la  biogenese  de  ces  organites  pose  des  pro- 
blemes  importants  de  coordination  entre 
l'expression  des  deux  types  de  genomes,  car  les 
proteines  d'origine  exogene  et  endogene  s'asso- 
cient  pour  former  des  complexes  mixtes  plurienzy- 
matiques  de  grande  taille. 


Resume 


Le  materiel  genetique  de  tous  les  etres  vivants  est 
constitue  d'ADN  ;  l'expression  finale  du  message 
contenu  dans  ce  dernier  est  traduite  en  termes  de 
proteines,  grace  a  des  mecanismes  qui  s'averent 
aussi  universels.  Une  categorie  de  molecules  inter¬ 
mediaries,  les  ARN,  est  toujours  mise  en  ceuvre, 
mais  les  modalites  de  leur  intervention  dans  la 
synthese  des  chaines  polypeptidiques  sont  tres 
diverses.  Les  phenomenes  fondamentaux  de  syn¬ 
these  des  ARN  (transcription),  et  de  synthese  des 
proteines  (traduction),  sont  bases  sur  le  principe 
simple  de  la  colinearite,  selon  lequel  une  corres- 
pondance  point  par  point  existe  entre  toutes  les 
molecules  lineaires  qui  sont  mises  en  jeu. 

Le  recopiage  des  longues  molecules  d'ADN  en 
ARN  necessite,  outre  les  precurseurs  de  ce  dernier, 
une  enzyme  capable  de  reconnaitre  le  brin  d'ADN 
a  transcrire  ainsi  que  des  signaux  indiquant  le 
point  de  depart  et  le  point  d'arret  du  processus,  le 
long  de  ce  dernier.  Trois  categories  principals 
d'ARN  sont  produites  :  les  ARNr,  qui  entrent  dans 
la  constitution  des  ribosomes,  les  ARNm,  qui  spe- 
cifient  directement  les  proteines,  et  les  ARNt,  qui 
servent  d'adaptateurs  pour  aligner  les  acides  ami¬ 
nes  dans  l'ordre  des  codons  portes  par  l'ARNm. 

La  machinerie  de  synthese  des  proteines  est 
constitute  par  les  ribosomes  qui,  avec  l'aide  des 
ARNt,  fonctionnent  comme  une  surface  active  per- 
mettant  a  la  fois  le  decryptage  du  message 
contenu  dans  les  ARNm  et  l'allongement  de  la 
chaine  polypeptidique. 


Les  genes  de  proteines  presentent  une  organisa¬ 
tion  tres  differente  chez  les  Procaryotes  et  les 
Eucaryotes  ;  chez  les  premiers,  ils  sont  organises 
en  operons  fournissant  des  ARNm  polygeniques, 
et  permettant  de  fabriquer  plusieurs  proteines  dis- 
tinctes  ;  chez  les  seconds,  ces  genes  ont  une  organi¬ 
sation  complexe,  discontinue,  mais  qui  conduit  a 
produire  un  ARNm  monogenique. 

La  regulation  de  l'expression  des  genes  chez  les 
Procaryotes  releve  essentiellement  de  mecanismes 
mettant  en  jeu  des  represseurs  proteiques 
(controle  negatif),  agissant  dans  le  cadre  de  sys- 
temes  inductibles  ou  repressibles. 

La  synthese  des  proteines  necessite  des  enzymes, 
une  machinerie  et  des  etapes  qui  sont  tres  voisines 
chez  tous  les  etres  vivants.  La  premiere  d'entre 
elles  est  l'etape  capitale  de  charge  des  ARNt  par 
leurs  acides  amines  specifiques,  grace  aux  aminoa- 
cyl-ARNt  synthetases.  La  phase  de  demarrage 
conduit  ensuite  a  la  reconnaissance  du  premier 
codon  AUG,  ce  qui  permet  le  positionnement  cor¬ 
rect  du  ribosome  sur  la  bonne  phase  de  lecture. 
L'elongation  de  la  chaine  polypeptidique  implique 
le  deplacement  relatif  du  ribosome  le  long  de 
l'ARNm,  codon  apres  codon,  et  se  termine  au 
niveau  des  codons  stop,  avec  l'intervention  de  fac- 
teurs  proteiques  specifiques. 

En  raison  de  profondes  differences  dans  leur  orga¬ 
nisation,  il  existe  des  caracteristiques  propres  aux 
Procaryotes  et  aux  Eucaryotes,  en  ce  qui  concerne 
les  aspects  cellulaires  de  la  traduction. 
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Resistance  des  bacteries  aux  antibiotiques  et  sante  publique 


Depuis  pres  de  dix  ans,  les  media  se  font  l'echo  de 
la  proliferation  des  souches  bacteriennes  insen- 
sibles  a  tous  les  antibiotiques.  Des  problemes  cli- 
niques  preoccupants  sont  d'abord  apparus  dans  les 
hopitaux  (infections  nosocomiales),  mais  les 
phenomenes  de  multiresistance  concernent  aujour- 
d'hui  la  medecine  de  ville  (infections  communau- 
taires).  L'ampleur  du  phenomene  ne  fait  aucun 
doute,  et  il  semblerait  que  le  combat  mene  par 
l'Homme  contre  les  maladies  infectieuses,  depuis 
soixante  ans,  soit  en  train  d'etre  perdu.  Quelques 
annees  suffisent,  apres  la  mise  au  point  d'un  nou- 
vel  antibiotique,  pour  que  des  bacteries  sensibles 
developpent  des  mecanismes  de  resistance. 

II  s'agit  en  fait  d'un  phenomene  ineluctable  et  tres 
naturel  d'adaptation  a  un  milieu  hostile,  ne  repre- 
sentant  qu'un  aspect  particulier  d'une  evolution 
commencee  il  y  a  plus  de  3  milliards  d'annees. 
Cette  rapidite  etonnante  de  reaction  est  d'abord 
liee  au  fait  que  les  bacteries  se  multiplient  tres 
rapidement,  constituant  des  populations  consi¬ 
derables,  au  sein  desquelles  la  selection  naturelle 
fait  emerger  les  individus  mutants  favorises 
(meme  apparus  avec  des  probability  infimes). 

Deux  facteurs  aggravants,  dont  l'identification  par 
les  chercheurs  est  assez  recente,  expliquent  cette 
rapidite  :  1)  les  bacteries  disposent  d'un  large 
eventail  de  defenses  contre  les  antibiotiques,  telles 
que  :  leur  inactivation  par  une  modification  enzy- 
matique  simple,  leur  rejet  hors  du  cytoplasme  par 
des  transporteurs  qui  maintiennent  leur  concentra¬ 
tion  en  dessous  du  seuil  de  toxicite,  la  modifica¬ 
tion  de  leur  cible,  qui  devient  insensible  a  leur 
action,  2)  les  genes  de  resistance  aux  antibiotiques 
existent  deja  dans  la  nature  et  sont  presents  chez 
des  souches  bacteriennes  naturellement  resis- 
tantes,  en  particulier  celles  qui  produisent  ces 
molecules  (les  antibiotiques  sont  des  substances 
naturelles,  a  role  defensif,  selectionnees  par  les 
microbiologistes  et  perfectionnees  par  les  biochi- 
mistes).  Le  passage  de  ces  genes,  d'une  souche  (ou 
meme  d'une  espece)  resistante  a  une  autre  sen¬ 
sible,  est  relativement  aise  grace  a  des  transferts 


genetiques  dits  horizontaux  ;  ceux-ci  mettent  en 
oeuvre  des  plasmides  et  des  processus  de  transpo¬ 
sition.  Des  plasmides  determinant  la  resistance 
simultanee  a  six  families  d'antibiotiques  ont  ainsi 
ete  mis  en  evidence  ;  l'acquisition  d'une  telle  mole¬ 
cule  par  une  cellule  sensible  lui  confere  la  multire¬ 
sistance  en  une  seule  etape  ! 

Les  agents  responsables  des  maladies  nosocomiales 
sont  tres  souvent  des  bacteries  commensales  de  la 
peau  et  des  muqueuses,  peu  pathogenes,  mais 
lorsque  celles-ci  infectent  des  sujets  affaiblis  ou 
immunodeprimes,  elles  deviennent  dangereuses 
(septicemies,  pneumopathies).  C'est  le  cas  des  sta- 
phylocoques  dores  ou  des  enterobacteries,  dont 
certaines  souches  ne  sont  plus  vaincues  que  par  des 
doses  elevees  de  vancomycine.  Les  infections  com- 
munautaires  sont  en  general  dues  a  des  pneu- 
mocoques  (otites,  meningites),  des  gonocoques 
(infections  genitales),  des  salmonelles  ou  des  Hae¬ 
mophilus  ;  elles  echappent  de  plus  en  plus  aux  anti¬ 
biotherapies  classiques  (penicillines,  erythro 
mycines). 

Outre  ces  raisons  biologiques,  l'extension  rapide 
des  multiresistances  s'explique  par  divers  facteurs 
sociaux  tels  que  :  mondialisation  des  echanges 
humains  et  commerciaux,  vieillissement  des  popu¬ 
lations  des  pays  developpes,  pandemies  (le  sida), 
et  enfin  la  banalisation  des  traitements  aux  anti¬ 
biotiques,  accompagnes  de  pratiques  abusives 
considerees,  a  posteriori  malheureusement,  comme 
negatives  et  favorisant  les  multiresistances. 

Afin  de  preserver  l'efficacite  d'un  outil  therapeuti- 
que  irremplagable,  diverses  structures  de  sur¬ 
veillance  et  de  coordination  a  l'echelle 
internationale  ont  ete  mises  sur  pied  des  les  annees 
70,  mais  des  mesures  urgentes  s'imposent  :  dimi¬ 
nution  de  la  consommation  des  antibiotiques  et 
rationalisation  de  leur  utilisation  en  medecine  de 
ville,  recherche  de  nouvelles  molecules  actives 
(aucune  nouvelle  classe  d'antibiotiques  n'a  ete 
decouverte  depuis  trente  ans  !),  et  enfin  diminu¬ 
tion  de  leur  usage  courant  comme  additif  alimen- 
taire  dans  l'elevage  animal. 
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QROC 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Rappeler  les  principales  etapes  de  l'experience  historique  de  « transformation  bacterienne»  et  les 
experiences  ulterieures  ayant  permis  d'identifier  la  nature  chimique  du  «  principe  transformant ». 

2.  Citer  les  arguments  et  les  preuves  qui  demontrent  que  l'ADN  constitue  le  materiel  genetique  des 
Eucaryotes. 

3.  Quel  est  l'interet  d'un  organisme  tel  que  Neurospora  pour  l'etude  du  fonctionnement  du  materiel 
genetique  ? 

4.  Qu'appelle-t-on  colinearite  gene  proteine  ?  Citer  un  exemple  classique  de  cette  observation  capitale. 

5.  Combien  existe-t-il  de  codons  dans  le  code  genetique  universel  ?  Specifient-ils  tous  des  acides  amines, 
et  comment  explique-t-on  le  fait  que  certains  acides  amines  soient  specifies  par  plusieurs  codons  ? 

6.  Quels  arguments  et  experiences  ont  permis  de  conclure  a  la  necessity  de  l'intervention  des  ARN 
dans  le  fonctionnement  des  genes  ? 

7.  Decrire  les  elements  de  base  de  la  machinerie  de  transcription,  ainsi  que  son  mecanisme. 

8.  Qu'appelle-t-on  unite  de  transcription  ? 

9.  Le  long  d'une  molecule  d'ADN,  est-ce  toujours  le  meme  brin  qui  est  transcrit,  c'est-a-dire  parcouru 
par  l'ARN  polymerase  ? 

10.  Combien  y  a-t-il  d'ARNr  dans  un  ribosome  procaryotique,  dans  un  ribosome  eucaryotique  (hyalo- 
plasmique)  ?  Citer  leurs  coefficients  de  sedimentation. 

11.  Quelles  sont  les  principales  caracteristiques  structurales  et  fonctionnelles  des  ARNt  ? 

12.  Quelles  sont  les  proportions  des  trois  principales  categories  d'ARN  dans  toutes  les  cellules  ? 

13.  Decrire  les  differences  majeures  qui  existent  entre  les  genes  de  proteines  des  Eucaryotes  et  des 
Procaryotes. 

14.  Decrire  les  signaux  de  demurrage  de  la  transcription  fonctionnant  chez  les  Procaryotes  ;  quel  est 
l'interet  de  l'organisation  des  genes  en  operons  ? 

15.  Quelles  ressemblances  et  differences  existe-t-il  entre  des  operons  inductibles  et  repressibles,  chez  les 
Bacteries  ? 

16.  Decrire  les  principales  etapes  de  la  synthese  d'une  chaine  polypeptidique. 

17.  Nommer  4  antibiotiques  interferant  avec  la  synthese  des  proteines  bacterienne  et  preciser  quel  est 
leur  mode  d'action. 

18.  Quel  est  le  codon  de  demarrage  de  toutes  les  proteines,  chez  tous  les  etres  vivants,  et  quel  acide 
amine  code-t-il  ? 

19.  Quelles  sont  les  caracteristiques  specifiques  de  la  traduction  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes  ? 

20.  Pourquoi  le  phenomene  de  « transcription/ traduction  simultanees»  mis  en  evidence  chez  les 
Bacteries  est-il  impossible  a  observer  chez  les  Eucaryotes  ? 

21.  En  quoi  les  genomes  des  Virus  sont-ils  particulierement  originaux  ? 

22.  Quelle  est  l'etendue  des  tailles  des  genomes  procaryotiques  ?  comment  sont-ils  organises  ? 

23.  Pourquoi  certains  genomes  eucaryotiques  sont-ils  de  taille  gigantesque,  et  sans  aucun  rapport  avec 
un  reel  contenu  en  ADN  informatif  ? 

24.  Quelle  est  la  caracteristique  majeure  de  l'ADN  mitochondrial  des  Animaux  ?  en  quoi  est-il  different 
de  celui  des  Vegetaux  ? 
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Chapitre  5 


ORGANISATION  GENERALE 

ET  FONCTIONS 
DES  MEMBRANES 
BIOLOGIQUES 


Le  chapitre  3  a  demontre  le  caractere  omnipre¬ 
sent  des  membranes  dans  les  cellules  procaryo- 
tiques  ou  eucaryotiques,  toute  cellule  etant  au 
minimum  limitee  par  une  membrane  cytoplas- 
mique.  On  peut  cependant  trouver  des  structures 
membranaires  typiques  autour  d'entites  non  cellu- 
laires,  comme  certains  Virus,  mais  ceci  tient  a  leur 
mode  de  multiplication  qui  se  fait  par  bourgeon- 
nement  a  travers  la  membrane  limitante  de  la  cel- 
lule-hote  (voir  chapitre  15). 

Le  role  fondamental  des  membranes  est  d'assu- 
rer  une  compartimentation  metabolique  et  chi- 
mique  en  permettant  le  mainben  de  compositions 
et  de  concentrations  differentes  dans  les  espaces 
qu'elles  delimitent.  Cependant,  celles-ci  ne  peu- 
vent  constituer  des  barrieres  absolues  car  la  vie 
des  cellules  et  le  fonctionnement  de  leurs  organites 
necessitent  des  echanges  continuels  et  controles  de 
matiere,  d'energie  et  d'information.  Ces  deux  pro- 
prietes,  qui  semblent  antinomiques,  sont  en  fait 
dues  a  l'assemblage  des  deux  types  de  consti- 
tuants  majeurs  de  toutes  les  membranes  biolo- 
giques  :  les  lipides  et  les  proteines. 

La  connaissance  de  la  composition  chimique 
globale  des  membranes  est  ancienne  tandis  que 
celle  de  son  architecture  detaillee  et  du  fonctionne¬ 
ment  des  diverses  families  de  proteines  qui  les 
constituent  est  relativement  recente.  La  mise  au 


point  des  techniques  de  fractionnement  cellulaire, 
le  renouvellement  des  approches  cytologiques  per¬ 
mettant  de  visualiser  des  surfaces,  et  la  puissance 
de  methodes  analytiques  telles  que  l'electrophore- 
se  ont  permis,  en  quelques  dizaines  d'annees,  de 
se  faire  une  idee  tres  precise  de  l'organisation 
fonctionnelle  des  membranes  (voir  chapitre  3). 

Deux  proprietes  essentielles  caracterisent  les 
membranes  :  l'asymetrie,  c'est-a-dire  le  fait  que 
leurs  deux  faces  ne  sont  jamais  identiques  (c'est 
vrai  pour  toutes  les  membranes  connues),  d'une 
part,  et  la  fluidite,  bee  a  une  organisation  relative¬ 
ment  lache,  non  covalente,  des  differents  compo- 
sants  membranaires,  d'autre  part.  Cette  derniere 
autorise  une  grande  mobilite  moleculaire,  condi¬ 
tion  sine  qua  non  d'un  nombre  important  de  fonc- 
tions.  La  question  de  la  permeabilite  membranaire 
et  des  echanges  sera  traitee  dans  le  chapitre  6.  La 
diversite  des  membranes,  brievement  presentee 
dans  la  derniere  partie  de  ce  chapitre,  sera  decrite 
dans  le  detail  lors  de  l'analyse  des  multiples  activi- 
tes  cellulaires  et  des  organites  qui  y  sont  associes. 

Une  premiere  fagon  de  mesurer  l'importance 
des  fonctions  membranaires  consiste  a  examiner, 
par  exemple,  les  surfaces  representees  par  les  dif¬ 
ferents  organites  au  sein  de  quelques  types  de  cel¬ 
lules  eucaryotiques  (voir  tableau  5.1). 
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Type  de  membrane 

Cellule  pancreatique 

Cellule  hepatique 

•  membrane  plasmique 

5 

2 

•  enveloppe  nucleaire 

1,4 

0,5 

•  reticulum  endoplasmique  : 

-  lisse 

<  1 

16 

- rugueux 

60 

35 

•  appareil  de  Golgi 

10 

7 

•  mitochondries  : 

-  membrane  externe 

4 

7 

-  membrane  interne 

17 

32 

•  vesicules  de  secretion 

3 

- 

•  lysosomes  et  peroxysomes 

- 

1 

Tableau  5.1 

Pourcentages  compares  des  surfaces  membranaires  dans  deux  types  de  cellules  animales  differenciees 
La  taille  de  la  cellule  pancreatique  exocrine  est  de  12-13  (tm,  soit  un  volume  voisin  de  1  000  pm3,  tandis  que  celle  de 
l'hepatocyte  est  de  20-22  pm,  soit  un  volume  voisin  de  5000  pm3.  Les  differences  considerables  en  ce  qui  concerne  les 
surfaces  des  reticulum  lisse  et  rugueux  traduisent  des  activites  physiologiques  tres  differentes  (modifie  d'apres 
Alberts  et  al,  Biologie  moleculaire  de  la  cellule,  Flammarion). 


1.  COMPOSITION  CHIMIQUE 
DES  MEMBRANES 


1.1,  Premieres  donnees  experimentales 


Des  le  debut  du  siecle,  a  la  suite  de  travaux  sur 
la  permeabilite  cellulaire  vis-a-vis  de  diverses  sub¬ 
stances  organiques,  plusieurs  auteurs  ont  propose 
que  la  membrane  plasmique  soit  essentiellement 
constitute  de  lipides.  Ils  avaient  en  effet  observe 
une  relation  etroite  entre  le  caractere  liposoluble 
d'un  compose  et  sa  capacite  a  penetrer  dans  les 
cellules.  Certaines  substances,  telles  que  les 
cetones  ou  les  ethers  (qui  sont  des  solvants  des 
lipides),  ou  d'autres  qui  sont  elles-memes  solubles 
dans  ces  solvants,  s'accumulent  beaucoup  plus 
rapidement  dans  le  cytoplasme  que  celles  plus 
solubles  dans  l'eau.  Ce  resultat  semblait  paradoxal 
dans  la  mesure  ou  les  cellules  presentent  surtout 
des  besoins  nutritifs  en  composes  hydrosolubles 
tels  que  les  sucres  ou  les  acides  amines.  De  fait, 
certaines  exceptions  (le  methanol  ou  l'ethylene- 
glycol,  par  exemple),  conduisaient  a  penser  que  la 
membrane  n'etait  pas  homogene  sur  toute  sa  sur¬ 
face  et  qu'elle  devait  pouvoir  laisser  passer  de  tels 


composes,  peu  liposolubles.  Ces  experiences 
seront  detaillees  dans  le  chapitre  6. 

En  1926,  un  autre  type  de  resultats  etait  obtenu 
par  une  approche  chimique  directe  sur  une  catego- 
rie  de  cellules  qui  s'avere  etre,  depuis  lors,  un 
«  systeme-modele  »  pour  l'etude  des  membranes  : 
les  hematies  de  Mammiferes.  Ces  cellules,  non 
nucleees,  sont  egalement  depourvues  de  tout  sys- 
teme  membranaire  interne  et  la  membrane  cyto- 
plasmique  entoure  un  hyaloplasme  essentiellement 
constitue  d'hemoglobine.  L'hemolyse  de  ces  cel¬ 
lules  (voir  figure  5.1)  permet  de  les  vider  de  leur 
contenu  et  de  purifier  aisement,  apres  centrifuga¬ 
tion,  leur  seule  membrane  limitante  ;  on  obtient 
alors  ce  qu'on  appelle  des  fantomes  d'hematies. 
L'analyse  chimique  de  ces  structures  a  montre 
qu'elles  contenaient  une  proportion  importante  de 
lipides  (40  %  de  la  masse),  associes  a  des  proteines 
et  des  glucides.  Des  experiences  elegantes,  utili- 
sant  la  propriety  propre  aux  lipides  de  constituer 
des  monocouches  moleculaires  a  la  surface  de 
l'eau,  ont  conduit  a  suggerer  que  la  membrane 
etait  constitute  d'une  double  couche  lipidique.  En 
effet,  la  surface  de  la  monocouche,  obtenue  a  partir 
de  la  totalite  des  lipides  membranaires  purifies 
provenant  d'une  quantite  connue  d'hematies,  cor- 
respondait  a  peu  pres  au  double  de  la  surface  de 
leurs  membranes  cytoplasmiques  ! 


5.  Organisation  generate  et  fonctions  des  membranes  biologiques  111 


plasma 


milieu  hemolyse  centrifugation 


culot  de 
membranes 
plasmiques 


Figure  5.1 

(la)  Protocole  permettant  de  realiser  l'hemolyse  (=  lyse 
osmotique)  des  hematies  de  Mammiferes  et  d'obtenir 
des  structures  appelees  fantomes,  reduites  a  la  simple 
membrane  cytoplasmique  de  ces  cellules  ;  il  semble  que 
la  cellule  ne  s'ouvre  qu'en  un  seul  point  de  sa  membrane, 

(lb)  Cliche  montrant  des  fantomes  d'hematies  en  micro- 
scopie  electronique  ;  x  2000  (Labo.  B.G.,  Orsay). 


D'autres  arguments,  tels  qu'une  forte  resistance 
electrique  (mesuree  sur  des  axones  geants  de  cal- 
mar),  ou  une  grande  sensibilite  des  membranes 
vis-a-vis  des  agents  lipolytiques  :  solvants,  deter¬ 
gents,  certaines  enzymes  (phospholipases),  renfor- 
gaient  l'idee  qu'une  composante  lipidique  jouait 
un  role  majeur  dans  l'organisation  membranaire. 


1.2,  Differents  types  de  lipides  membranaires 


On  distingue  trois  categories  principales  de 
lipides  membranaires  :  les  phospholipides,  les 
glycolipides  et  les  sterols  ;  ces  derniers  ne  repon- 
dent  pas  exactement  a  la  definition  classique  des 
lipides  mais  sont  des  molecules  apparentees  au 
plan  physicochimique. 


1.2.1.  Phospholipides 

Ce  sont  des  molecules  complexes  contenant, 
outre  C,  H  et  O,  du  phosphore  et  eventuellement 
de  l'azote.  L'alcool,  qui  est  lie  a  un  ou  deux  acides 
gras,  est  soit  le  glycerol,  soit  un  alcool  amine  a 
chaine  grasse  :  la  sphingosine.  On  parle  done, 
selon  le  cas,  de  glycerophospholipide  ou  de  sphin- 
gophospholipide. 

La  structure  de  base  des  premiers  est  la  sui- 
vante  : 

-  une  molecule  de  glycerol : 
CH,OH-CHOH-CH2OH ; 

-  deux  molecules  d'acide  gras,  satures 
(CH3-(CH2)n-COOH)  ou  insatures ; 

-  une  molecule  d'acide  phosphorique  :  H3P04 ; 

-  une  molecule  supplementaire  liee  a  l'acide  phos¬ 
phorique. 

C'est  cette  derniere  molecule  qui  confere  son 
identite  au  lipide  en  question.  Les  trois  fonctions 
alcool  du  glycerol  sont  esterifiees  par  deux  acides 
gras  et  l'acide  phosphorique,  constituant  ainsi 
l'acide  phosphatidique.  La  molecule  supplemen¬ 
taire  peut  etre  un  alcool  (le  glycerol,  l'inositol,  la 
choline,  l'ethanolamine)  ou  un  acide  amine  (la 
serine)  ;  ces  trois  derniers  composes  contiennent 
de  l'azote.  La  molecule  finale  porte,  suivant  les 
cas,  le  nom  de  phosphatidyl-glycerol,  phosphati¬ 
dyl-inositol. . .  (voir  figure  5.2).  La  phosphatidyl¬ 
choline,  trouvee  en  abondance  dans  le  jaune 
d'oeuf,  est  la  plus  connue  et  porte  aussi  le  nom  de 
lecithine  ;  le  diphosphatidyl-glycerol  (ou  cardio- 
lipide),  caracteristique  de  la  membrane  interne 
des  mitochondries  et  de  la  membrane  plasmique 
des  Procaryotes  est  aussi  une  de  ces  molecules.  On 
notera  que  la  molecule  supplementaire  apporte, 
ou  pas,  selon  sa  nature,  une  ou  deux  charges  elec- 
triques  au  phospholipide  (en  plus  de  celle  liee  a 
l'acide  phosphorique).  La  principale  caracteris¬ 
tique  physicochimique  de  tous  ces  phospholipides 
est  l'amphiphilie,  qui  sera  definie  plus  loin. 

La  composition  de  base  des  sphingophospholi- 
pides  est  tres  differente  de  celle  des  molecules  pre- 
cedentes  mais  la  structure  finale  obtenue  s'en 
rapproche  etonnamment ;  elle  comprend  : 

-  une  molecule  de  sphingosine  (alcool  amine  a 
longue  chaine  grasse) ; 

-  une  molecule  d'acide  gras  ; 

-  une  molecule  d'acide  phosphorique  ; 

-  une  molecule  supplementaire  (de  meme  nature 
que  celles  vues  plus  haut  et  liee  de  la  meme 
fa  con  a  l'acide  phosphorique). 
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ch3 

Acide  phosphatidique 

*  —  CH2  —  CH2 — N+(CH3)3  :  phosphatidylcholine 
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— CH2— CH— NH3+ 
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:  phosphatidylserine 

:  phosphatidylglycerol 


:  phosphatidylinositol 


Figure  5.2 

Formules  de  quelques  glycerophospholipides  (diacylphosphoglycerides) 

L'acide  phosphatidique  constitue  la  partie  commune  a  toutes  ces  molecules,  tandis  que  la  molecule  supplementaire  X 
permet  de  les  distinguer  les  unes  des  autres.  Les  chaines  d'acides  gras  sont  schematisees  sous  la  forme  d'un  zig-zag. 


Ceramide 


Sphingosine  CH3 — (CH2)12 — CH=CH — CH(OH) — CH —  CH2OH 

NH3+ 

CH3  — (CH2)i2 —  CH=CH— CH(OH)  —  CH— CH2OH 

ch3AAAAAAAA  co— nh 

o 

Sphingophospholipide  CH3 — (CH2)12 — CH=CH — CH(OH) — CH — CH2 — O — P — O— X 

CO— NH  O- 


Figure  5.3 

Formules  de  la  sphingosine,  de  la  ceramide  et  d'un  sphingophospholipide 
Si  X  est  constitue  de  choline,  on  obtient  la  sphingomyeline. 


La  liaison  amide  de  l'acide  gras  sur  la  fonction 
NH2  de  la  sphingosine  donne  la  ceramide  (voir 
figure  5.3).  L'encombrement  et  les  proprietes  phy- 
sicochimiques  de  ces  molecules  sont  identiques  a 


ceux  des  glycerophospholipides  vus  plus  haut.  La 
sphingomyeline,  qui  contient  de  la  choline,  est  un 
representant  typique  de  cette  categorie  ;  on  la 
trouve  en  abondance  dans  le  systeme  nerveux. 
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1.2.2.  Glycolipides 

Leur  organisation  rappelle  celle  des  lipides  pre¬ 
cedents,  a  la  difference  pres  qu'ils  ne  possedent 
pas  d'acide  phosphorique  ;  ils  sont  construits  a 
partir  de  glycerol  (glyceroglycolipides)  ou  de 
sphingosine  (sphingoglycolipides),  mais  la  troi- 
sieme  fonction  alcool  du  premier  ou  la  fonction 
alcool  terminale  du  second  sont  directement  este- 
rifiees  par  un  sucre  ou  un  derive  de  sucre  qui 
constituent  le  groupement  polaire  «  de  tete  »  (voir 
figure  5.4).  L'identite  de  ces  molecules  est  conferee 
par  cette  partie  glucidique  qui  varie  en  fonction  de 
la  nature  et  du  nombre  des  motifs  osidiques  ;  les 
plus  simples  contiennent  un  seul  ose.  On  distingue 
les  glycolipides  neutres  (porteurs  d'oses  seuls  : 
glucose  ou  galactose)  et  ceux  qui  sont  electrique- 
ment  charges  (porteurs  en  particulier  d'acide  sia- 
lique  ou  acide  N-acetylneuraminique). 

Chez  les  Bacteries  ou  les  Vegetaux,  on  ne  trouve 
que  des  glycolipides  neutres  a  glycerol,  tandis  que 
ceux  a  sphingosine  sont  tres  abondants  chez  les 


Animaux,  en  particulier  dans  les  cellules  ner- 
veuses.  Parmi  ceux-ci,  on  doit  citer  le  galactocere- 
broside  (neutre),  contenant  du  galactose  seul  et 
trouve  presque  exclusivement  dans  la  gaine  de 
myeline  entourant  les  axones  des  Vertebres  (cette 
gaine  est  formee  par  des  couches  concentriques  de 
membrane  plasmique  de  cellules  specialisees 
entrant  en  contact  avec  l'axone),  et  les  gangliosi- 
des  (charges),  qui  portent  des  chaines  plus  ou 
moins  ramifiees  riches  en  acide  sialique  ;  ces  der- 
niers  sont  abondants  dans  la  membrane  plasmique 
des  cellules  du  systeme  nerveux,  ou  l'on  en  a  iden- 
tifie  plusieurs  dizaines  d'especes  differentes. 

1.2.3.  Cholesterol 

Ce  compose  est  typique  des  cellules  animales  ; 
totalement  absent  des  membranes  bacteriennes  et 
des  membranes  vegetales,  il  est  cependant  rem- 
place  chez  ces  dernieres  par  des  sterols  de  nature 
differente.  Sa  formule  montre  un  volumineux 
noyau  hydrophobe  constitue  de  quatre  cycles 


1)  Diacylglycoglyceride 
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CH3—  (CH2)12—  CH=CH— CH(OH)—  ch—  ch2—  o-  ' 

CH3  /\/\/\/\/\/\/\/\  CO  — NH 


3)  Acide  sialique 
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Figure  5.4 

Formules  de  deux  glycolipides  et  de  I'acide  sialique 

(1)  Glyceroglycolipide  (diacylglycoglyceride)  a  galactose  :  galactolipide. 

(2)  Sphingoglycolipide  a  galactose  :  galactocerebroside. 

(3)  Acide  sialique  (acide  N-acetyl  neuraminique,  ou  NANA)  que  Ton  rencontre  dans  tous  les  gangliosides. 
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(hydrocarbure  tetracyclique)  portant  une  chaine 
carbonee  laterale  ramifiee  de  huit  carbones,  elle- 
meme  hydrophobe.  A  l'oppose  de  cette  chaine,  on 
trouve  un  groupement  alcool  (le  seul  motif  hydro- 
phile  de  la  molecule).  L'ensemble  forme  une  sorte 
d'ellipsoide  aplati  et  rigide  presentant  un  caractere 
bipolaire  amphiphile,  typique  des  lipides  (voir 
figure  5.5).  L'analyse  de  sa  formule  montre  que  le 
cholesterol  n'est  pas  un  lipide  «  normal »  (un 
ester)  ;  on  le  classe  cependant  parmi  les  lipides 
membranaires  car,  pour  des  raisons  physicochi- 
miques,  il  joue  le  meme  role  qu'eux  au  sein  des 
membranes  plasmique  ou  internes,  ou  il  est  par- 
fois  tres  abondant  (voir  le  tableau  5.2). 


1.3,  Diversity  et  specialisation 
des  proteines  membranaires 


Bien  que  les  lipides  membranaires  presentent 
une  certaine  variete,  comme  on  vient  de  le  voir,  la 
diversite  des  membranes  cellulaires  et  la  specifi- 
cite  de  leurs  fonctions,  au  moins  chez  les 
Eucaryotes,  sont  essentiellement  bees  a  celles  des 
proteines  qui  y  sont  associees.  Elies  y  jouent  des 
roles  de  recepteurs  et  de  transporteurs  (de  matiere 
ou  d'information),  des  roles  de  reconnaissance  et 
d'adherence  entre  cellules,  d'accrochage  aux  cel- 


Figure  5.5 

Formule  du  cholesterol 

Noter  l'importance  considerable  de  la  partie  hydro¬ 
phobe  de  cette  molecule  (noyau  steroide  et  queue  hydro- 
carbonee  ramifiee),  en  comparaison  de  la  seule  fonction 
polaire  (-OH)  qu'elle  porte  a  l'oppose  de  la  chaine 
hydrocarbonee. 


lules  voisines  ou  a  la  matrice  extracellulaire,  de 
capture  d'energie  physique  (la  lumiere),  ou  tout 
simplement  de  catalyse  enzymatique...  Un  pre- 


Membrane 

Membrane 

Membrane 

Membrane 

Membrane 

plasmique 

d'erythrocyte 

myelinique 

de  microsome 

interne  de 
mitochondrie 

plasmique 
de  E.  coli 

Proteines 

50 

18 

62 

76 

- 

Lipides  totaux 
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Phospholipides : 
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20 

15 
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-  Ph.  serine 

10 
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-  Ph.  choline 

22 

12 

50 

42 

0 

-  Ph.  inositol 

2 

0 

10 

8 

0 

-  Ph.  glycerol 

0 

0 

2 

2 

15 

-  di-ph.  glycerol 

0 

0 

0 

14 

5 

-  sphingomyeline 

18 

8 

8 

0 

0 

Glycolipides : 

3 

28 

0 

0 

0 

Cholesterol : 

25 

26 

6 

2 

0 

Tableau  5.2 

Comparaison  des  compositions  chimiques  globales  de  differents  types  de  membranes  rencontrees  chez  les  Procaryotes 
et  dans  divers  organites  de  cellules  eucaryotiques 

Les  pourcentages  moyens  des  differents  types  de  lipides  sont  egalement  donnes  ;  les  glucides  existent  sous  la  forme 
de  glycoproteines  et  de  glycolipides.  Suivant  les  types  de  membranes,  on  compte  de  10  a  100  molecules  de  lipides 
pour  une  molecule  de  proteine. 


5.  Organisation  generate  et  fonctions  des  membranes  biologiques  115 


mier  apergu  de  ces  fonctions  sera  examine,  a  tra- 
vers  quelques  exemples,  a  la  fin  de  ce  chapitre. 

1.4  Composants  glucidiques  des  membranes 


L'analyse  chimique  de  tres  nombreuses  mem¬ 
branes  cellulaires  montre  la  presence  constante, 
bien  qu'en  quantite  tres  variable,  de  molecules  de 
nature  glucidique.  En  fait,  celles-ci  n'existent  pas  a 
l'etat  libre  mais  sont  toujours  associees,  de  fag  on 
covalente,  aux  autres  molecules  constitutives  de  la 
membrane.  Nous  avons  deja  vu  que  des  glycoli- 
pides  peuvent  etre  trouves  dans  les  membranes, 
mais  leur  contribution  a  cet  egard  reste  faible  ;  la 
plus  grande  partie  de  la  masse  des  glucides  mem- 
branaires  est  liee  aux  proteines.  Nous  verrons  plus 
loin  que  les  motifs  glucidiques  associes  a  ces  der- 
nieres  sont  souvent  tres  nombreux  et  parfois  de 
tres  grande  taille.  Les  proteines  de  ce  type  sont 
dites  glycosylees  et  se  repartissent,  en  fonction  de 
la  masse  relative  de  ces  motifs,  en  glycoproteines 
ou  en  proteoglycanes  (chez  ces  dernieres,  la  masse 
des  sucres  ou  derives  peut  depasser  90  %  de  leur 
masse  totale). 

Une  particularity;,  qui  sera  analysee  en  detail 
lors  de  l'etude  de  la  membrane  cytoplasmique 
(voir  chapitre  6),  est  que  tous  les  motifs  gluci¬ 
diques  lies  aux  lipides  ou  aux  proteines  sont  tour¬ 
nes  d'un  meme  cote  de  la  membrane,  contribuant 
a  une  forte  asymetrie  de  sa  structure.  Dans  le  cas 
de  la  membrane  cytoplasmique,  tous  ces  residus 
sont  tournes  vers  l'exterieur  de  la  cellule,  tandis 
que  pour  le  reseau  interne,  ils  sont  tournes  vers  la 
lumiere  de  celui-ci  ;  autrement  dit,  les  glucides 
sont  toujours  tournes  vers  la  face  non  hyaloplas- 
mique  des  membranes.  La  raison  de  cette  observa¬ 
tion  sera  donnee  lors  de  l'etude  de  la  biogenese  de 
la  plupart  des  membranes  cellulaires,  qui  ont  une 
origine  unique  (voir  chapitre  9). 

1.5  Diversite  de  la  composition  chimique 
globale  des  membranes 


Independamment  de  la  nature  precise  des  pro¬ 
teines  qui  les  constituent,  les  membranes  peuvent 
d'abord  etre  caracterisees  par  leurs  proportions 
globales  en  lipides  et  en  proteines.  Comme  le 
montre  le  tableau  5.2,  celles-ci  sont  tres  variables 
d'une  membrane  a  une  autre,  au  sein  d'une  meme 
cellule  eucaryotique  ;  dans  le  detail,  egalement,  on 
notera  que  les  proportions  des  differents  lipides 
sont  specifiques.  II  existe  de  plus  une  grande  diffe¬ 


rence  a  cet  egard  entre  les  Procaryotes  et  les 
Eucaryotes  et,  de  fagon  generale,  les  premiers  pre- 
sentant  une  moins  grande  diversite  en  lipides  que 
les  seconds. 

On  remarquera  enfin  qu'il  existe  une  certaine 
ressemblance  entre  la  composition  en  lipides  des 
organites  semi-autonomes  (mitochondries  et 
plastes)  et  celle  de  la  membrane  plasmique  des 
Procaryotes  ;  cette  parente  chimique  tient  proba- 
blement  a  l'origine  evolutive  de  ces  organites  qui 
sera  discutee  dans  le  chapitre  15  (theorie  endo- 
symbiotique).  Chez  les  Eucaryotes,  la  diversite  en 
lipides  des  membranes  correspond,  pour  partie,  a 
une  adaptation  fonctionnelle  (impermeabilite  a 
divers  composants,  fluidite...),  mais  elle  reste 
encore  globalement  mal  comprise  ;  ceci  est  particu- 
lierement  vrai  pour  les  glycolipides. 


2.  ORGANISATION  MOLECULAIRE 
DES  MEMBRANES 


2.1  Structures  d'autoassemblage 
des  lipides  membranaires 


Tous  les  lipides  decrits  precedemment  ont  en 
commun  la  propriete  remarquable  d'etre  bipolaires 
et  amphiphiles  :  une  partie  de  la  molecule  (la  plus 
importante  en  volume)  est  tres  hydrophobe,  en 
raison  de  la  presence  des  chaines  d'acides  gras  ou 
des  cycles  d'hydrocarbure  (cas  du  cholesterol), 
tandis  que  l'autre  pole  est  hydrophile,  en  raison 
de  la  presence  de  l'acide  phosphorique  et/ ou  des 
motifs  glucidiques  riches  en  groupements  polaires, 
des  fonctions  amines  ou  des  fonctions  acides  des 
molecules  associees  (choline,  serine,  acide  sia- 
lique...).  Toutes  ces  molecules  peuvent  etre  repre¬ 
sentees  par  une  « tete  »  hydrophile  munie  d'une 
queue  hydrophobe,  generalement  constitute  de 
deux  «jambes»  hydrocarbonees.  II  est  connu, 
depuis  longtemps,  que  de  telles  molecules,  mises 
en  presence  d'eau,  se  disposent  de  fagon  tres  pre¬ 
cise  et  reguliere,  en  raison  des  proprietes  physico- 
chimiques  mixtes  qu'on  vient  de  decrire.  Trois 
types  de  structures  s'assemblant  spontanement 
(dites  d'autoassemblage,  voir  chapitre  1),  qui  sont 
obtenus  a  partir  de  melanges  de  phospholipides 
purifies  et  d'eau,  peuvent  etre  schematiquement 
decrits  (voir  figure  5.6). 


116  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


Figure  5.6 

Schemas  des  differentes  structures  (1)  Micelle, 

d'autoassemblage  des  lipides  membranaires  (2)  Monocouche. 


(3)  Bicouche  plane  simple. 

(4)  Liposome  unilamellaire. 


2.1.1.  Monocouches 

Lorsqu'on  depose  une  goutte  d'une  solution 
organique  de  phospholipides  (ou  d'acides  gras)  a 
la  surface  de  l'eau,  ceux-ci  forment,  apres  evapora¬ 
tion  du  solvant,  une  couche  monomoleculaire 
(monocouche)  a  l'interface  air/ eau.  Ce  film  occupe 
le  maximum  de  surface  disponible  et  est  constitue 
de  molecules,  toutes  orientees  de  la  meme  facon, 
les  groupements  hydrophiles  plongeant  dans 
l'eau,  les  chaines  hydrophobes  faisant  saillie  au- 
dessus  de  la  surface,  vers  l'air.  L'ttude  biophy¬ 
sique  de  tels  films  artificiels  est  d'un  interet 
considerable  pour  la  comprehension  de  la  struc¬ 
ture  et  des  proprietes  des  membranes  biologiques 
(en  particulier  leur  cohesion). 

2.1.2.  Micelles 

Ces  structures  sont  obtenues  lorsqu'on  agite 
violemment  un  melange  d'eau  et  de  lipides.  Etant 
insolubles,  ces  derniers  ne  peuvent  se  disperser 
individuellement  ;  en  revanche,  ils  forment  des 
microgouttelettes  constitutes  de  centaines  ou  de 
milliers  de  molecules,  dont  le  coeur  est  forme  des 
chaines  hydrophobes  et  dont  la  surface  entre  en 
contact  avec  l'eau  environnante  grace  aux  tetes 
hydrophiles  ;  ce  sont  les  micelles.  Leur  taille 
n'excede  jamais  quelques  nanometres  de  diametre 
(en  fait,  le  double  de  la  longueur  des  acides  gras). 


2.1.3.  Bicouches 

Dans  certaines  conditions  experimentales,  il  est 
possible  d'obtenir,  au  lieu  de  micelles,  des  struc¬ 
tures  constitutes  de  deux  couches  de  lipides  oppo- 
stes  par  leurs  domaines  hydrophobes.  Ces 
bicouches  peuvent  etre  planes  ou  bien,  lorsqu'on 
disperse  mtcaniquement  les  phospholipides  dans 
l'eau  (de  facon  assez  violente),  s'organiser  en  vtsi- 
cules  closes  appeltes  liposomes. 

Les  bicouches  planes  obtenues  a  partir  de  lipides 
connus  sont  tres  utiles  pour  ttudier  les  phtno- 
menes  de  permtabilitt  membranaire  car  on  sait 
stparer,  grace  a  elles,  deux  compartiments  aqueux 
dont  la  composition  en  solutts  est  controlable.  De 
plus,  des  bicouches  asymttriques  (dont  la  compo¬ 
sition  lipidique  est  difftrente  pour  les  deux  mono¬ 
couches  juxtapostes)  sont  aistment  rtalisables. 
Enfin,  des  tdifices  constituts  de  plusieurs 
bicouches  planes  superpostes,  rappelant  certaines 
structures  membranaires  biologiques  (par 
exemple,  les  gaines  de  mytline  des  axones),  ont 
permis  de  mieux  comprendre  leur  architecture 
fine.  Les  liposomes  se  classent  en  deux  cattgories  : 

-  ceux  dits  multilamellaires,  formts  de  plusieurs 
membranes  concentriques  limitant  une  cavitt 
(ou  lumiere)  de  faible  diametre  ; 

-  ceux  dits  unilamellaires,  dont  la  taille  peut  varier 
de  20  nm  a  pres  d'l  jtm. 
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Tous  ces  assemblages  moleculaires  sont  analy- 
sables  par  la  microscopie  electronique  :  coloration 
negative,  cryofracture,  ou  par  les  methodes  de  dif¬ 
fraction  des  rayons  X.  L'utilisation  de  melanges  de 
plus  en  plus  complexes  de  lipides,  et  dont  la  com¬ 
position  se  rapproche  de  celles  des  membranes 
biologiques,  a  permis  de  mieux  comprendre 
l'organisation  de  ces  dernieres.  La  possiblilite  de 
construire  des  proteoliposomes,  en  ajoutant  des 
proteines  hydrophobes  a  ces  melanges,  permet 
d'etudier  la  fagon  dont  elles  s'inserent  eventuelle- 
ment  au  sein  des  bicouches  artificielles  et  les  pro- 
prietes  nouvelles  qu'elles  leur  conferent. 

Outre  leur  interet  fondamental  lie  a  l'existence 
d'une  cavite  aqueuse  interne,  ce  qui  autorise  de 
nombreuses  etudes  sur  la  permeabilite  des  mem¬ 
branes  phospholipidiques,  les  liposomes  consti¬ 
tuent  potentiellement  des  structures  ayant  de 
nombreuses  applications  de  type  therapeutique  et 
cosmetologique  (Voir  :  Perspective  biomedicale). 

2.2  Donnees  initiales  de  la  microscopie 
electronique  :  la  structure  trilaminaire 

Avant  meme  l'avenement  de  la  microscopie 
electronique,  toutes  les  analyses  biochimiques  ou 
physiologiques  faites  sur  les  membranes  conver- 
geaient  vers  un  modele  base  sur  l'existence  d'une 
bicouche  phospholipidique  de  part  et  d'autre  de 
laquelle  seraient  associees,  d'une  maniere  ou 
d'une  autre,  des  proteines  diverses  ;  c'est  le  sand¬ 
wich  lipido-proteique  de  danielli  et  dawson 
(1935).  Lorsque  le  pouvoir  separateur  de  cette  nou- 
velle  technique  d'observation  a  ete  suffisant  (de 
l'ordre  du  nm)  et  que  les  techniques  de  prepara¬ 
tion  des  echantillons  ont  ete  fiables,  la  structure 
fine  des  membranes  a  pu  etre  enfin  decouverte. 

En  coupe  transversale,  les  images  montrent  une 
structure  typique  dite  trilaminaire,  car  deux 
feuillets  sombres  (2,5  nm)  encadrent  un  feuillet 
clair  (3  nm)  (voir  figure  5.7).  Cette  organisation  se 
retrouvant,  a  de  faibles  variations  pres,  pour  toutes 
les  membranes  cellulaires,  le  concept  de  membrane 
unitaire  a  ete  degage  en  1959  par  Robertson. 
Comme  toute  theorie  unificatrice,  cette  hypothese, 
selon  laquelle  toutes  les  membranes  sont  structu- 
rees  de  la  meme  fagon,  a  eu  le  merite  de  susciter 
une  abondante  experimentation  et  de  faire  cesser 
bien  des  speculations.  Cependant,  elle  a  eu  aussi 
tendance  a  ignorer  les  nombreuses  variations 
(d'epaisseur  et  d'aspect  general  des  membranes) 
que  remarquaient  les  observateurs. 


Figure  5.7 

Cliches  de  microscopie  electronique  montrant 
la  structure  trilaminaire  caracteristique 
des  membranes  biologiques 

(1)  Membranes  de  microvillosites  de  cellules  stomacales. 

(2)  Membrane  plasmique  d'hematie  de  Mammifere. 
L'epaisseur  de  ces  membranes  est  de  7  a  8  nm  ;  fixation 
par  le  KMn04  (x  220  000).  (Cliches  Labo  BC4,  Orsay). 


La  structure  trilaminaire  revelee  par  le  micro¬ 
scope  electronique  semblait  confirmer,  en  pre¬ 
miere  approximation,  l'hypothese  du  sandwich 
lipido-proteique  :  la  couche  centrale  claire,  par  ses 
dimensions,  correspondrait  aux  deux  epaisseurs 
des  chaines  d'acides  gras  des  lipides,  tandis  que 
les  couches  foncees  correspondraient  a  leurs  extre- 
mites  polaires  et  a  la  couverture  de  proteines  (voir 
figure  5.8).  Ce  modele  s'appliquait  cependant  avec 
difficulte  a  certaines  membranes  cellulaires. 


V  v  V  v  v  V  V  V  v  V 

Figure  5.8 

Schema  interpretatif  de  la  membrane  unitaire 
donne  par  Roberston  (1959) 
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comme  celles  des  mitochondries,  qui  presentaient 
en  coupe  un  aspect  granuleux  ;  de  plus,  certaines 
consequences  previsibles  de  cette  structure  etaient 
en  contradiction  avec  les  donnees  physiologiques. 
La  presence  d'un  film  continu  de  lipides  semblait 
par  exemple  incompatible  avec  la  permeabilite  a 
l'eau  et  a  certains  composes  polaires,  comme  on  l'a 
signale  au  §  1.1.  De  nouvelles  hypotheses  ont  done 
ete  proposees,  tout  au  long  des  annees  60,  pour 
adapter  le  modele  initial  :  l'existence  de  ponts 
hydrophiles  entre  les  deux  faces  de  la  membrane  a 
ete  evoquee,  de  meme  que  celle  d'unites  repeti- 
tives  construites  a  base  de  micelles  ou  d'agregats 
mixtes  lipides/proteines. 

Encore  une  fois,  e'est  la  mise  au  point  d'une 
nouvelle  technique,  a  la  fin  de  cette  decennie,  qui  a 
permis  d'avancer  et  de  regler,  de  fa^on  definitive 
semble-t-il,  la  question  de  l'architecture  membra- 
naire  ;  il  s'agit  de  la  technique  de  cryofracture. 


modeles  d'architecture  membranaire  pour  en  tenir 
compte. 

L'utilisation  de  liposomes  enrichis  en  proteines 
membranaires  purifiees  (proteoliposomes)  a 
confirme  que  les  granules  observes  etaient  consti- 
tues  de  proteines,  et  que  celles-ci  etaient  enchassees 
dans  une  bicouche  phospholipidique  continue, 
elle-meme  en  contact  direct  avec  les  phases 
aqueuses  situees  de  part  et  d'autre  (le  fond  lisse  vu 
sur  les  repliques).  Comme  nous  l'avons  vu  plus 
haut,  cette  technique  permet  d'observer  non  seule- 
ment  la  surface  des  membranes,  mais  aussi  d'etu- 
dier  l'interieur  de  celles-ci  car  la  fracture  passe 
frequemment  entre  les  deux  couches  de  phospho- 
lipides  apposees,  «arrachant»  les  proteines  qui  y 
sont  incluses  ;  elles  se  retrouvent  done  sur  une  face 
ou  sur  l'autre  de  la  fracture. 
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2.3  Apport  de  la  technique  de  cryofracture  : 
la  structure  «en  mosaique» 


Cette  technique  constitue  un  developpement  de 
la  technique  dite  d'ombrage  metallique  mise  au 
point  dix  ans  plus  tot,  et  decrite  dans  le  chapitre  3  ; 
elle  est  d'abord  basee  sur  la  congelation  tres 
rapide  d'un  tout  petit  echantillon  biologique 
(moins  de  1  mm3),  dans  de  l'azote  liquide 
(-  196  °C).  11  s'agit  done  d'une  fixation  physique 
qui  supprime  tous  les  problemes  potentiels 
d'artefacts,  lies  aux  alterations  ou  interactions  chi- 
miques  survenant  au  cours  de  la  fixation  chi- 
mique,  de  la  deshydratation  et  de  l'inclusion,  dans 
les  methodes  classiques.  La  seule  difficulty  a  sur- 
monter  est  l'apparition  de  cristaux  de  glace  ;  la 
congelation  doit  etre  tres  rapide  (d'ou  la  petitesse 
de  l'echantillon)  et  l'on  est  parfois  amene  a  utiliser 
des  milieux  «  antigel »,  tels  que  le  glycerol. 


Les  premieres  images  fournies  par  cette  tech¬ 
nique  ont  completement  deroute  les  observateurs 
car  l'aspect  des  membranes  etait  inattendu, 
compte  tenu  des  modeles  ayant  cours  a  cette 
epoque.  Les  surfaces  observees,  supposees  etre 
celles  de  la  membrane  plasmique  (ou  celles  des 
organites),  apparaissaient  en  effet  tres  granu- 
leuses,  presentant  des  «paquets»  de  grains  de 
tailles  variees,  repartis  de  maniere  plus  ou  moins 
dense,  sur  un  fond  lisse  et  uniforme  (voir 
figure  5.10).  Ce  type  de  structure  devant  se  rappro- 
cher  davantage,  en  theorie,  de  l'etat  natif  des 
membranes,  il  a  fallu  completement  revoir  les 


Cryofracture  et  cryodecapage 

L'etape  cruciale  du  protocole  est  la  fracture,  et 
non  la  coupure,  de  l'echantillon  congele,  et  ceci 
a  tres  basse  temperature.  Cette  cryofracture 
degage  une  surface  irreguliere  a  travers  l'echan¬ 
tillon,  et  e'est  cette  surface  qui  sera  observee.  11 
a  ete  montre  que,  de  fa  con  generate,  le  plan  de 
fracture  passe  a  l'interieur  des  membranes  cel- 
lulaires,  au  sein  meme  de  la  bicouche  phospho¬ 
lipidique,  car  celle-ci  represente  une  zone  de 
moindre  resistance  par  rapport  a  la  glace  envi- 
ronnante  (voir  figure  5.9).  On  realise  ensuite  le 
decapage  de  la  surface  de  l'echantillon  en  subli- 
mant,  sous  vide  et  a  basse  temperature,  une  fine 
pellicule  de  glace  superficielle  ;  ce  qui  a  pour 
effet  d'augmenter  tres  legerement  les  reliefs  des 
structures  (cryodecapage). 

La  suite  des  operations  consiste  en  un  ombrage 
metallique  unilateral,  sous  vide  et  a  froid,  pour 
renforcer  les  reliefs  (voir  chapitre  3) ;  un  film  de 
carbone  uniforme  et  tres  fin  est  ensuite  vaporise 
par  dessus  la  surface  metallisee  pour  la  renforcer 
et  couvrir  les  zones  non  atteintes  par  le  metal. 
On  a  ainsi  realise  un  vrai  moulage  extremement 
precis  de  la  surface  fracturee  de  l'echantillon  :  la 
replique  ;  e'est  elle  qui  est  observee  au  micro¬ 
scope  electronique  a  transmission.  Avant 
l'observation,  il  aura  fallu  la  decoller  de  l'echan¬ 
tillon  par  decongelation,  bien  la  nettoyer  par  un 
traitement  severe  (eau  de  Javel,  melange  sulfo- 
chromique),  la  rincer  et  enfin  la  deposer  sur  une 
grille  de  microscopie  electronique. 
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Figure  5.9 

Principe  de  la  formation  des  images 
lors  du  protocole  de  cryofracture/cryodecapage 

(1)  Exemple  de  deux  proteoliposomes  inclus  dans  la  glace. 

(2)  Fracture  de  la  glace  degageant  soit  la  partie  concave 
(a  gauche),  soit  la  partie  convexe  (a  droite)  des  vesicules. 

(3)  Aspect  de  la  replique  metallique  obtenue  apres 
ombrage  unidirectionnel  (fleche)  et  vaporisation  de  car- 
bone.  La  fracture  fait  apparaitre  la  face  superieure  ou 
l'empreinte  de  la  face  inferieure  des  proteines  intrin- 
seques,  en  fonction  de  leur  degre  d'enfouissement  dans 
la  bicouche.  La  replique  metallique  de  cette  surface  pre¬ 
sente  ainsi  des  «  creux  »  ou  des  «  bosses  »,  selon  les  cas. 


Figure  5.10 

Cliches  obtenus  par  cryofracture 

(la)  Aspect  de  liposomes  contenant  des  proteines  inte- 
grees  a  la  bicouche  (proteoliposomes)  et  ayant  une  sur¬ 
face  rugueuse. 

(lb)  Aspect  de  liposomes  lisses  constitues  uniquement  de 
lipides. 

(2)  Aspect  d'une  membrane  biologique  (ici  la  membrane 
cytoplasmique  d'un  ovocyte  de  Xenope  ;  x  75  000) 
(Cliches  P.  Van  Gansen,  Bruxelles). 


Une  technique  recente,  derivee  de  celle-ci,  uti¬ 
lise  un  decapage  profond  par  sublimation  tres 
poussee  des  surfaces  fracturees,  apres  eventuelle- 
ment  un  court  traitement  a  l'aide  d'un  detergent 
doux  qui  elimine  les  proteines  solubles  superfi- 
cielles  ;  elle  necessite  une  congelation  ultrarapide 
dans  l'helium  liquide,  a  -  269  °C.  Les  documents 
obtenus  sont  d'une  grande  lisibilite  et  d'une  clarte 
remarquable. 

L'interet  principal  de  cette  approche  a  ete  de 
demontrer  que  les  proteines  membranaires  etaient 
toutes  globulaires  et  qu'elles  ne  tapissaient  pas  de 
maniere  continue  les  feuillets  lipidiques.  Cette 
forme  globulaire  etant  celle  deja  connue  pour  des 
proteines  a  fonctions  biologiques  telles  que  la  cata¬ 
lyse  ou  le  transport,  ce  type  d'image  permettait 


d'envisager  sous  un  angle  nouveau  les  diverses 
fonctions  attributes  aux  membranes.  On  a  donne 
le  nom  de  structure  en  mosai'que  a  cet  aspect  nou¬ 
veau  de  l'organisation  de  la  surface  membranaire, 
se  presentant  sous  la  forme  d'amas,  plus  ou  moins 
denses,  de  granules. 

2.4  Le  modele  actuel  de  la  «mosaique  fluide  » 


La  structure  trilaminaire  des  membranes  biolo¬ 
giques,  qui  est  systematiquement  vue  lorsque  les 
techniques  histologiques  classiques  sont  mises  en 
oeuvre,  est  done  un  artefact.  Son  origine  est,  somme 
toute,  aisee  a  comprendre.  Les  traitements  chi- 
miques  imposes  par  la  fixation  et  l'inclusion  des 
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echantillons  conduisent  a  la  denaturation  des  pro¬ 
teines  membranaires  globulaires  enchassees  dans 
la  bicouche  lipidique.  Ceci  a  pour  consequence  la 
perte  des  relations  etroites  etablies  normalement 
entre  les  deux  constituants  de  le  membrane,  les 
proteines  denaturees  etant  alors  exclues  de  la 
bicouche  et  s'etalant,  de  part  et  d'autre,  pour  for¬ 
mer  un  sandwich.  Ce  qui  n'avait  aucune  impor¬ 
tance  lorsque  les  analyses  cytologiques  se  faisaient 
au  moyen  du  microscope  photonique,  devenait 
crucial  a  l'echelle  des  ultrastructures  et  des  edi¬ 
fices  supramoleculaires  vus  en  microscopie  elec- 
tronique. 

La  figure  5.11  decrit  l'organisation  des  mem¬ 
branes  telle  qu'elle  est  actuellement  admise  ;  il 
s'agit  du  modele  de  Singer  et  Nicolson  (1972).  On 
definit  diverses  categories  de  proteines  en  fonction 
de  leurs  relations  plus  ou  moins  etroites  avec  la 
bicouche  lipidique. 

-  Les  proteines  dites  intrinseques  ou  integrates 
contractent  des  liens  forts  et  stables,  bien  que  non 
covalents,  avec  les  lipides.  Elies  traversent  la 
bicouche  et  peuvent  presenter  des  domaines 
depassant,  de  facon  importante,  de  part  et  d'autre 
de  celle-ci  :  elles  sont  alors  transmembranaires. 
Dans  certains  cas,  seul  un  domaine  depasse 
significativement  d'un  cote  ou  de  l'autre  :  elles 
sont  dites  intrinseques  externes  ou  internes,  sui- 


Figure  5.11 

Modele  de  la  mosaique  fluide  propose 
par  Singer  et  Nicolson  en  1972,  et  actuellement  admis 
pour  toutes  les  membranes  biologiques 
Dans  ce  modele,  les  proteines  sont  profondement 
enfouies  dans  la  bicouche,  et  en  contact  etroit  avec  les 
lipides  membranaires  par  leurs  domaines  hydrophobes, 
plus  ou  moins  importants  (hachures),  tandis  que  leurs 
domaines  hydrophiles  depassent  de  part  et  d'autre. 
Seules  des  proteines  intrinseques  ont  ete  representees 
sur  ce  schema. 


vant  leur  disposition  (par  rapport  a  la  cellule  ou 
a  la  lumiere  d'un  organite).  Certaines  de  ces  pro¬ 
teines  sont  accrochees  a  la  bicouche  par  un  dis- 
positif  d'ancrage  particulier  qui  sera  examine 
dans  le  prochain  paragraphe. 

-Les  proteines  dites  extrinseques  ou  periphe- 
riques  n'entrent  pas  directement  en  contact  avec 
la  bicouche,  mais  sont  accrochees  par  des  liai¬ 
sons  faibles  aux  proteines  precedentes  (liaisons 
du  type  de  celles  stabilisant  les  structures  quater- 
naires  des  proteines).  On  distingue  aussi  celles 
qui  sont  internes  et  celles  qui  sont  externes. 

Comme  nous  le  verrons  plus  loin,  l'identifica- 
tion  de  ces  categories  est  essentiellement  opera- 
tionnelle,  c'est-a-dire  qu'elle  a  d'abord  une  base 
technique.  Nous  qualifierons  tout  de  suite  ce 
modele  de  mosaique  fluide,  car  l'edifice  ainsi 
construit  n'est  stabilise  que  par  des  liaisons  faibles 
(aussi  bien  entre  les  lipides  eux-memes  qu'entre 
les  lipides  et  les  proteines),  de  sorte  qu'il  manifeste 
des  proprietes  caracteristiques  de  mobilite  laterale 
de  ses  constituants,  de  souplesse  et  de  fluidite  glo- 
bales,  que  nous  mettrons  en  evidence  et  dont  nous 
analyserons  les  divers  parametres. 

2.5  Caracteristiques  particulieres 
des  proteines  membranaires 


Les  proteines  membranaires  possedent  des 
caracteristiques  physicochimiques  tres  differentes 
selon  qu'elles  sont  du  type  extrinseque  ou  intrin- 
seque. 

•  Les  proteines  du  type  extrinseque,  en  raison 
de  leur  localisation  en  dehors  de  la  bicouche,  ont 
des  proprietes  classiques  de  proteines  solubles 
dans  l'eau.  Les  interactions  proteines /membrane 
(qui  sont  en  fait  de  type  proteine/proteine)  sont 
facilement  rompues  par  de  simples  modifications 
de  force  ionique  ou  de  pH  du  milieu,  qui  intervien- 
nent  essentiellement  au  niveau  des  liaisons  electro- 
statiques.  L'etude  de  la  structure  et  des  fonctions 
de  ces  proteines  est  conduite,  apres  qu'elles  aient 
ete  facilement  decrochees  de  la  membrane,  exacte- 
ment  de  la  meme  facon  que  pour  les  autres  pro¬ 
teines  cellulaires  hydrosolubles. 

•  Les  proteines  du  type  intrinseque  sont  au 
contraire  des  proteines  tres  particulieres  en  ce  sens 
qu'elles  doivent,  pour  se  maintenir  en  place, 
contracter  des  relations  stables  avec  une  compo- 
sante  hydrophobe  (le  coeur  de  la  bicouche  phos- 
pholipidique)  ;  elles  comportent  done  elles-memes 
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de  larges  domaines  hydrophobes  leur  permettant 
de  se  «  dissoudre  »  dans  cette  bicouche.  Les 
methodes  classiques  de  purification  ne  peuvent 
s'appliquer  a  ces  proteines  car  elles  sont,  d'une 
part,  difficiles  a  extraire  de  la  composante  lipi- 
dique  non  hydrosoluble  et,  d'autre  part,  en 
l'absence  de  celle-ci,  elles  ont  tendance  a  se  dena- 
turer  et  a  s'agreger,  ce  qui  conduit  a  la  perte  de 
leurs  fonctions  et  a  leur  precipitation. 

Seul  l'usage  relativement  recent  de  detergents 
appropries  a  permis  de  resoudre  ce  double  pro- 
bleme  et  d'analyser  les  proteines  membranaires. 
De  plus,  la  reconstitution  in  vitro  de  vesicules  arti- 
ficielles  porteuses  de  ces  molecules  purifiees  (pro- 
teoliposomes)  autorise,  grace  a  eux,  des  approches 
fonctionnelles  dont  divers  exemples  seront  donnes 
dans  le  chapitre  10. 

2.5.1.  Des  outils  importants  :  les  detergents 

Les  detergents  sont,  comme  les  lipides,  des 
molecules  amphiphiles  ;  ils  peuvent  etre  charges 
electriquement  ou  neutres  (voir  figure  5.12).  Ce 
sont  des  molecules  naturelles  :  sels  de  Na+  ou  K+ 
d'acides  gras  (savons),  ou  bien  artificielles,  dont  la 
chimie  fournit  une  grande  variete  ;  elles  forment 
naturellement  des  micelles  en  presence  d'eau.  On 
rappelle  que  le  pouvoir  degraissant  des  detergents 
tient  au  fait  que  ces  composes  sont  capables  de 
pieger  des  molecules  lipidiques  au  sein  de  leurs 
micelles  et  done  de  les  extraire  de  leur  support  et 
ainsi  de  les  solubiliser  (ce  qui  permet  de  les  elimi- 
ner).  Ce  pouvoir  general  des  savons  est  utilise  par 
les  biochimistes  pour  dissoudre  les  bicouches  lipi¬ 
diques  et  extraire  les  proteines  intrinseques  sans 
les  deteriorer. 


Encart  technique 

Utilisation  des  detergents 
dans  l'etude  des  membranes 

Si  l'on  melange  en  faible  concentration  des 
detergents  a  des  membranes  biologiques,  les 
queues  hydrophobes  de  ceux-ci  s'intercalent 
simplement  dans  la  bicouche  sans  la  detruire. 
Lorsque  cette  concentration  augmente,  les 
detergents  desorganisent  la  bicouche  et  forment 
des  micelles  mixtes  incluant  une  quantite  plus 
ou  moins  grande  de  lipides.  Les  proteines  mem¬ 
branaires  sont  en  meme  temps  solubilisees  par 
le  detergent  qui  se  fixe  sur  elles  en  deplacant  les 
lipides  qui  leur  etaient  etroitement  associes.  On 
obtient  des  complexes  proteine/detergent 
solubles,  avec  parfois  quelques  molecules  de 
lipides  restant  accrochees,  dans  lesquels  les 
molecules  proteiques  conservent  eventuelle- 
ment  leur  configuration  native  (voir  figure  5.13). 

Un  volet  important  de  l'utilisation  des  deter¬ 
gents,  qui  sera  uniquement  mentionne  ici,  est  la 
possibility?  qu'ils  offrent  de  reconstituer  des 
vesicules  unimembranaires  incluant  de  telles 
proteines  dans  la  bicouche  ;  ce  sont  les  proteoli- 
posomes.  A  partir  de  melanges  formes  de  com¬ 
plexes  «proteine  membranaire  purifiee/ 
detergent »  et  de  micelles  mixtes  «phos- 
pholipide/detergent »,  et  apres  dialyse  du 
detergent,  de  tels  edifices  se  construisent  spon- 
tanement ;  la  technique  reste  cependant  delicate 
et  n'est  pas  toujours  couronnee  de  succes.  On  a 
pu  ainsi  obtenir  des  systemes  proteiques  mem¬ 
branaires  fonctionnellement  actifs  incluant,  par 
exemple,  des  transporteurs  actifs  d'ions  (pompe 


Figure  5.12 

Formules  de  quelques 
detergents  classiques  utilises 
dans  l'etude  des  membranes 
et  dans  la  purification 
de  leurs  proteines 
constitutives 

Le  deoxycholate  de  sodium 
est  une  molecule  retrouvee 
dans  les  sels  biliaires 


CH3 — (CH2)h — O — S03  Na+  Dodecyl  sulfate  de  sodium 
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Na+/K+  ATP  dependante,  voir  chapitre  6)  ou, 
inversement,  des  complexes  generateurs  d'ATP 
(ATP  synthetases,  voir  chapitre  10),  necessitant 
des  gradients  de  concentration  de  protons  pour 
leur  activite. 


proteine  membranaire 


bicouche 

lipidique 


complexe 

proteine/detergent 

hydrosoluble 
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/ 


micelle  mixte 
lipide/detergent 
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/ 
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Mode  d'action  des  detergents  sur  les  membranes 
et  les  proteines  membranaires 


La  solubilisation  des  proteines  membranaires  se  fait  sous 
la  forme  de  complexes  proteine/detergent  hydroso¬ 
lubles.  Les  lipides  membranaires  se  retrouvent  sous  la 
forme  de  micelles  mixtes. 


Les  detergents  charges  electriquement  (ou 
ioniques,  comme  le  SDS),  sont  tres  efficaces  et 
solubilisent  les  proteines  les  plus  hydrophobes, 
mais  conduisent  a  leur  denaturation,  souvent  irre- 
versiblement  (c'est  vrai  pour  toutes  les  proteines 
en  general,  d'ailleurs).  II  existe  des  detergents  plus 
doux  (non  ioniques),  comme  le  Triton  X-100,  le 
Tween  ou  le  deoxycholate  de  Sodium,  qui  se  fixent 
seulement  sur  les  domaines  hydrophobes  des  pro¬ 
teines  membranaires  ;  en  formant  un  manchon 
localise  autour  d'elles,  ils  les  solubilisent  sans  les 
denatures 


Comme  on  le  verra  plus  loin,  de  tres  nombreuses 
proteines  membranaires  ont  pour  fonction  de 
transferer  un  compose  d'un  compartiment  a  un 
autre,  situes  de  part  et  d'autre  de  la  membrane. 


Cette  fonction  ne  peut  se  concevoir  en  dehors 
d'une  structure  et  ne  peut  done  s'etudier  en 
« phase  soluble  »  et  de  fagon  simple,  comme  c'est 
le  cas,  par  exemple  pour  les  enzymes  classiques. 

2.5.2.  Approche  experimentale 

DE  LA  TOPOGRAPHIE  DES  MEMBRANES 

L'utilisation  des  detergents  suivie  de  l'electro- 
phorese  des  proteines  donne  acces  a  la  composi¬ 
tion  globale  des  membranes,  mais  pas  a  leur 
architecture  precise,  e'est-a-dire  la  disposition  de 
ces  molecules  par  rapport  a  la  bicouche  elle-meme 
et  par  rapport  a  l'interieur  ou  l'exterieur  de  la  cel¬ 
lule  ou  du  compartiment  analyses.  Diverses 
methodes,  directes  ou  indirectes,  fournissent  des 
renseignements  a  ce  sujet. 

Une  premiere  technique  consiste  a  marquer 
radioactivement  les  proteines  en  place  dans  la 
bicouche  au  moyen  d'un  systeme  enzymatique  :  ce 
systeme  utilise  une  enzyme,  la  lactoperoxydase, 
capable  de  fixer  un  atome  d'iode  radiomarque 
(125I)  sur  un  residu  tyrosine  accessible,  en  presence 
d'H2Oz.  Mis  en  presence  d'une  cellule  ou  d'une 
vesicule  porteuse  de  proteines,  ce  systeme  ne  peut 
marquer  que  les  residus  Tyr  appartenant  aux 
domaines  externes  des  proteines  car  l'enzyme  ne 
peut  penetrer  a  l'interieur  des  cellules  ou  des  vesi- 
cules  ;  tout  residu  Tyr  situe  dans  la  bicouche  ou 
appartenant  a  un  domaine  interne  de  la  proteine 
est  done  inaccessible  a  l'enzyme.  Apres  le  mar- 
quage,  on  solubilise  les  proteines  membranaires  et 
on  les  soumet  a  l'electrophorese.  Une  autoradio- 
graphie  permet  ensuite  de  savoir  quelles  sont, 
parmi  elles,  celles  qui  possedent  un  domaine 
externe  (et  possedant  evidemment  de  la  tyrosine  a 
ce  niveau).  Le  decoupage  des  proteines  marquees 
et  purifiees  par  des  proteases  et  l'etude  des  frag¬ 
ments  obtenus  completent  cette  analyse  en  per- 
mettant  de  localiser  exactement  le  ou  les  residus  le 
long  de  la  chaine  polypeptidique. 

Certains  modeles  favorables  comme  les  hema- 
ties  de  Mammiferes  autorisent  une  etude  topogra- 
phique  plus  poussee  car  il  est,  a  partir  de  fantomes 
de  ces  cellules  traites  par  un  protocole  approprie, 
possible  d'obtenir  des  vesicules  retournees  (voir 
figure  5.14).  Le  marquage  de  ces  vesicules  retour¬ 
nees  par  la  lactoperoxydase,  et  l'analyse  des  pro¬ 
teines  radioactives  permettent  done  d'identifier  les 
proteines  transmembranaires  (accessibles  des  deux 
cotes  de  la  membrane  par  le  marquage)  et  celles 
qui  ont  des  domaines  seulement  tournes  vers 
l'interieur  de  la  cellule. 
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Figure  5.14 

Protocole  d'obtention  de  vesicules  normales  ou  retournees,  a  partir  de  fantomes  d'hematies  de  Mammiferes 
La  simple  manipulation  du  milieu  d'incubation  des  cellules,  en  particulier  la  presence  des  ions  Mg2+,  conduit  a  une 
vesiculisation  controlee,  dans  un  sens  ou  dans  l'autre.  Apres  homogeneisation  des  cellules,  les  petites  vesicules  obte- 
nues  sont  recuperees  par  centrifugation. 

(D'apres  A.  Berkaloff  et  al,  Biologie  et  Physiologie  cellulaires,  Hermann). 


Pour  localiser  les  proteines  membranaires,  on 
peut  aussi  utiliser  des  anticorps  marques  obtenus 
contre  ces  proteines  purifiees  (anticorps  polyclo- 
naux)  ou  non  (anticorps  monoclonaux).  Ces  anti¬ 
corps  sont  aussi  bien  employes  pour  des 
visualisations  in  situ  que  pour  des  etudes  biochi- 
miques,  apres  electrophorese,  par  exemple.  La  dis¬ 
tinction  entre  proteines  extrinseques  et 
intrinseques,  parmi  toutes  celles  reperees  grace  a 
la  technique  precedente,  se  fait  sur  la  base  de  la 
solubilisation  des  premieres  apres  des  traitements 
doux  des  cellules  ou  des  vesicules  (variation  de  la 
force  ionique  ou  du  pH  du  milieu)  et  des  lavages 
qui  permettent  de  les  eliminer  (par  centrifugation). 

Un  bon  critere  qui  differencie  les  proteines  ou 
leurs  domaines  situes  dans  le  territoire  extracellu- 
laire  (pour  celles  appartenant  a  la  membrane  plas- 
mique),  et  en  general  celles  tournees  du  cote  non- 
hyaloplasmique  de  la  plupart  des  membranes  cel¬ 
lulaires,  est  constitue  par  la  presence  de  motifs 


glucidiques.  Ceux-ci  peuvent  etre  detectes  grace  a 
des  gels  d' electrophorese  des  proteines  entieres  ou 
de  peptides  issus  de  digestions  menagees,  par  des 
colorations  appropriees  de  type  cytochimique. 

Une  approche  indirecte,  liee  au  developpement 
recent  des  techniques  du  genie  genetique  et  a  la 
multiplication  des  sequences  de  proteines  qui 
n'ont  ete  ni  isolees  ni  purifiees,  permet  de  tenter 
de  localiser  les  domaines  hydrophobes  le  long  des 
chaines  polypeptidiques.  On  sait  que  les  chaines 
laterales  des  acides  amines  sont  plus  ou  moins 
hydrophobes  (voir  chapitre  1)  et  il  est  possible  de 
quantifier  ce  degre  d'hydrophobicite  a  partir 
d'etudes  biophysiques  directes  ou  bien,  par  analo¬ 
gic,  a  partir  d'etudes  statistiques  concernant  des 
proteines  connues  (solubles  ou  membranaires) 
dont  la  structure  tridimensionnelle  a  ete  etablie. 
On  rappelle  a  ce  sujet  que  les  proteines  hydroso¬ 
lubles  enfouissent  leurs  segments  hydrophobes  au 
coeur  de  la  molecule.  Une  echelle  d'hydrophobicite 
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ayant  ete  determinee,  on  recherche  dans  la 
sequence  des  series  d'acides  amines  hydrophobes 
successifs  (une  vingtaine,  au  moins)  qui  sont  sus- 
ceptibles  de  former  des  segments  helicoidaux 
transmembranaires  (voir  plus  loin).  Le  diagramme 
resultant  d'une  telle  analyse  est  nomme  profil 
d'hydrophobicite  ;  il  montre  clairement  la  disposi¬ 
tion  generate  theorique  de  la  proteine  par  rapport 
a  la  bicouche  (figure  5.15).  Des  exemples  de  plus  en 
plus  nombreux  de  proteines  analysees  par 
diverses  techniques  (diffraction  electronique,  dif¬ 
fraction  des  rayons  X,  mesures  spectroscopiques...) 
demontrent  le  caractere  predictif  de  cette  approche. 


nombre  de  residus  d'acides  amines 

Figure  5.15 

Profils  d'hydrophobicite  de  deux  proteines  membranaires 

(1)  La  glycophorine  :  proteine  a  un  seul  segment  hydro¬ 
phobe. 

(2)  La  bacteriorhodopsine  :  proteine  a  7  segments  hydro¬ 
phobes. 

Ces  derniers  sont  constitues  de  20  a  25  acides  amines  et 
sont  identifies  par  les  parties  colorees  ;  ils  sont  suscep- 
tibles  de  former  autant  de  segments  transmembranaires. 
D'apres  E.  Shechter,  Biochimie  et  Biophysique  des  mem- 
brcuies,  Masson,  1990. 


2.5.3.  Disposition  des  proteines  membranaires 

INTRINSEQUES  AU  SEIN  DE  LA  BICOUCHE 


La  structure  tridimensionnelle  des  proteines  est 
constitute  a  partir  de  deux  types  de  structures  ele- 
mentaires  :  l'helice  a  et  les  chaines  (ou 
feuillets)  p.  On  rappelle  que  ces  motifs  sont  stabili¬ 
ses  par  des  liaisons  H  etablies  entre  les  groupes  -CO 
et  les  groupes  -NH  des  liaisons  peptidiques  (voir 
dans  la  meme  collection  l'ouvrage  de  G.  Hennen, 
Biochimie). 


Les  proteines  membranaires  doivent  maintenir 
des  liens  forts  avec  un  environnement  hydrophobe 
et  nous  venons  de  voir  que  ceci  est  tres  souvent 
realise  grace  a  des  segments  entiers  constitues 
d'acides  amines  eux-memes  hydrophobes.  II  a  ete 
etabli  que  ces  segments  adoptent  au  sein  de  la 
bicouche  une  disposition  en  helice  a  dont  l'avan- 
tage  thermodynamique  est  de  maintenir  vers 
l'exterieur  les  residus  hydrophobes  et  d'immobili- 
ser  vers  l'interieur  les  groupes  -CO  et  -NH  (eux- 
memes  polaires)  sous  forme  de  liaisons  H. 
L'epaisseur  du  coeur  hydrophobe  de  la  bicouche 
(les  deux  chaines  « grasses »  opposees  des  acides 
gras)  mesurant  environ  3  nm,  on  calcule  aisement 
que  ceci  represente  20  acides  amines.  Un  tour 
d'helice  a,  en  effet,  un  pas  de  0,54  nm  pour 
3,6  residus.  La  demonstration  de  l'existence  de 
segments  d'une  telle  longueur  a  ete  regulierement 
etablie  dans  les  proteines  membranaires. 

Certaines  d'entre  elles  ont  un  seul  segment  de 
ce  type  et  un  domaine  de  chaque  cote  de  la  mem¬ 
brane  :  elles  sont  dites  bitopiques  ou  «  a  traversee 
unique  »  ;  d'autres  traversent  plusieurs  fois  (n)  la 
bicouche  et  presentent  done  n+1  domaines  hydro- 
philes  :  elles  sont  dites  polytopiques  ou  «  a  traver- 
sees  multiples  ».  Divers  exemples  sont  illustres 
dans  la  figure  5.16. 

II  existe  egalement  des  proteines  a  traversees 
multiples  baties  sur  un  principe  assez  different. 
Deux  segments  helicoidaux  proches  au  sein  de  la 
bicouche  peuvent  etre  stabilises  lateralement  par 
des  interactions  ioniques  ou  polaires  ;  cette  dispo¬ 
sition  implique  qu'une  demi-helice  de  chaque 
helice  soit  hydrophobe  et  l'autre  hydrophile  pour 
que  toutes  les  exigences  et  contraintes  physicochi- 
miques  soient  respectees.  On  appelle  helice 
amphiphile  de  tels  segments  dans  lesquels  alter- 
nent,  avec  une  periodicite  adequate,  des  acides 
amines  polaires  et  non  polaires  et  qui  se  presentent 
comme  des  cylindres  a  deux  faces.  Des  helices 
jointives  de  ce  genre  sont  susceptibles  de  consti- 
tuer  des  sortes  de  canaux  hydrophiles  au  sein  des 
proteines  intrinseques  transmembranaires.  De  fait, 
de  nombreux  transporteurs  d'ions  mineraux  ou  de 
solutes  organiques  sont  organises  selon  ce  modele. 

Enfin,  on  peut  imaginer  que  des  feuillets  (3 
amphiphiles  puissent  etre  construits  sur  ce  prin¬ 
cipe  dans  les  proteines  polytopiques  ;  quelques  cas 
de  cette  situation  ont  effectivement  ete  decrits  :  la 
porine  des  Bacteries  Gram-  est  un  « tonneau » 
forme  de  16  feuillets  (3  antiparalleles. 


5.  Organisation  generate  et  fonctions  des  membranes  biologiques  125 


Figure  5.16 

Divers  types  de  proteines 
membranaires  intrinseques 
(1)  et  (2)  Proteines  a  traversee 
unique,  l'une  des  deux  etant 
fortement  glycosylee  sur  un 
de  ses  domaines  hydrophiles. 

(3)  Proteine  a  traversees  mul¬ 
tiples  (ici,  a  3  passages),  sur 
laquelle  est  accrochee  une 
proteine  extrinseque. 

(4)  Cas  particulier  de  l'accro- 
chage  d'une  proteine  par  un 
lipide  membranaire. 


proteine  extrinseque 

P  © 


2.5.4.  Cas  des  proteines  liees  de  maniere 

COVALENTE  A  DES  ACIDES  GRAS  OU  DES  LIPIDES 

Pour  terminer  ce  developpement,  il  faut  signaler 
l'existence,  longtemps  restee  anecdotique,  de  pro¬ 
teines  hydrosolubles  (comme  les  extrinseques) 
retenues  a  la  bicouche  par  un  acide  gras  ou  un 
lipide,  qui  leur  sont  lies  de  fagon  covalente,  et  les 
ancrent  litteralement  dans  celle-ci  (elles  se  com- 
portent  done  comme  des  intrinseques).  Ces  mole¬ 
cules  de  liaison  hydrophobes  (acide  palmitique  ou 
myristique  ;  phosphatidyl-inositol)  sont  le  plus 
souvent  liees  en  position  terminale  du  polypep¬ 
tide.  De  nombreuses  proteines  ainsi  ancrees  dans 
la  bicouche  seront  decrites  lors  de  1' etude  des  pro¬ 
cessus  de  signalisation  cellulaire  (voir  chapitre  13). 
Certaines  proteines  authentiquement  transmem- 
branaires  intrinseques,  comme  celles  vues  plus 
haut,  peuvent  en  outre  renforcer  leur  accrochage  a 
la  bicouche  par  un  dispositif  de  ce  type. 

3.  PROPRIETIES  GENERALES 
DES  MEMBRANES 


3.1  Asymetrie  membranaire 


3.1.1.  Asymetrie  liee  aux  lipides 

Toutes  les  membranes  biologiques  possedent 
une  bicouche  dont  la  composition  en  lipides  est 
differente  pour  chaque  monocouche  (ou  face)  ;  on 
parle  ainsi  d'asymetrie  membranaire  ou  de  pola- 
rite  de  structure  des  membranes.  Seuls  le  choleste¬ 


rol  et  quelques  rares  lipides  se  trouvent  en  quanti¬ 
ties  equivalentes  dans  chacune  d'elles,  car  ils  ont  la 
possibility  de  basculer  aisement  d'une  mono¬ 
couche  dans  l'autre,  en  raison  de  l'importance 
relative  de  leur  domaine  hydrophobe.  Nous  decri- 
rons  en  detail,  au  cours  du  chapitre  6,  quelques 
experiences  concernant  cette  question. 

Deux  exemples  illustrant  cette  notion,  relatifs  a 
des  types  differents  de  membranes  de  cellules  ani- 
males,  sont  presentes  a  la  figure  5.17.  On  constate 
que  la  repartition  des  phospholipides  majeurs  est 
fortement  asymetrique  :  la  phosphatidyl-serine  et 
la  phosphatidyl-ethanolamine  sont  tres  abon- 
dantes  sur  les  faces  dites  hyaloplasmiques  (mono¬ 
couche  interne  de  la  membrane  plasmique  et 
externe  des  vesicules  intracellulaires  nominees 
microsomes),  tandis  que  la  sphingomyeline  (et  la 
phosphatidyl-choline,  dans  le  cas  des  hematies)  est 
essentiellement  presente  sur  la  face  exoplasmique 
des  membranes.  Nous  verrons  plus  loin  que  la 
lumiere  d'une  vesicule  interne  a  la  cellule  est  topo- 
logiquement  equivalente  au  milieu  extracellulaire. 

A  cette  asymetrie  liee  aux  molecules  «  supple- 
mentaires»  qui  conferent  leur  identite  aux  phos¬ 
pholipides,  il  faut  ajouter  celle  due  a  une 
composition  differente  en  acides  gras.  Le  degre  de 
saturation  different  de  ces  demiers  dans  les  deux 
monocouches  entraine  une  fluidite  variable  ;  la 
signification  physiologique  de  ce  fait  n'est  pas 
entierement  comprise.  On  rappelle  enfin  que  les 
glycolipides  se  rencontrent  uniquement  dans  les 
monocouches  non  hyaloplasmiques.  Une  conse¬ 
quence  previsible  de  cette  difference  de  composi¬ 
tion  chimique  est  que  les  deux  faces  d'une 
membrane  n'ont  pas  la  meme  charge  electrique  car 
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les  molecules  supplementaires  ne  sont  pas  toutes 
ionisables  de  la  meme  fagon  :  l'inositol  est  neutre, 
la  serine  est  amphotere,  la  choline  ou  l'ethanola- 
mine  sont  chargees  positivement  et  l'acide  sialique 
des  glycolipides  est  charge  negativement  (voir 
figures  5.2  et  5.4).  II  faut  cependant  preciser  que 
toutes  ces  charges  electriques  sont  neutralises  par 
des  ions  de  charge  contraire. 
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Figure  5.17 

Diagrammes  montrant  la  difference  de  composition 
en  phospholipides  des  deux  faces  de  la  bicouche, 
pour  deux  types  de  membranes  de  cellules  eucaryotiques 

(1)  Membrane  cytoplasmique  d'erythrocyte. 

(2)  Membrane  de  microsomes  de  foie  de  rat. 


3.1.2.  Asymetrie  liee  aux  proteines 

ET  AUX  GLUCIDES 

L'asymetrie  inherente  aux  proteines  est  une 
caracteristique  fondamentale  des  membranes  bio- 
logiques  ;  toutes  leurs  proprietes  physiologiques 
reposent  sur  elle.  L'analyse  des  rapports  struc¬ 
ture  /  fonction  au  niveau  de  la  membrane  plasmique 


et  des  divers  organites  le  prouvera  de  fagon 
constante  ;  nous  en  aurons  un  premier  apercu  a  la 
fin  de  ce  chapitre.  L'asymetrie  due  aux  proteines 
tient  au  fait  que  ces  molecules  ont  une  organisation 
et  une  orientation  bien  precises  dans  la  bicouche 
lipidique,  cette  derniere  etant  fixee  une  fois  pour 
toutes  lors  de  leur  mise  en  place  en  son  sein. 

L'asymetrie  liee  aux  glucides  est  un  phenomene 
«  secondaire  »,  en  ce  sens  qu'il  n'est  qu'un  des 
aspects  de  celle  liee  aux  deux  autres  categories  de 
molecules  auxquelles  ils  sont  associes  (les  glyco- 
proteines  et  les  glycolipides).  L'etude  de  la  mem¬ 
brane  cytoplasmique,  ou  elle  est  particulierement 
marquee,  nous  fournira  une  illustration  claire  de 
cette  polarite  de  structure. 

3.1.3.  Origine  et  maintien  de  l'asymetrie 

MEMBRANAIRE 

L'asymetrie  de  composition  chimique  d'une 
membrane  (dite  transversale)  est,  dans  une  cer- 
taine  mesure,  le  reflet  des  compositions  des  deux 
milieux  qu'elle  separe.  Cette  remarque  est  vraie, 
en  particulier,  pour  les  proteines  extrinseques.  En 
fait,  cette  asymetrie  traduit  surtout,  comme  on 
vient  de  le  voir,  des  differences  specifiques  de 
composition  en  lipides  des  deux  monocouches  et 
resulte  de  la  disposition  orientee  des  proteines 
enchassees  dans  la  bicouche. 

Cette  asymetrie  caracteristique  doit  d'abord 
pouvoir  exister,  puis  ensuite  se  maintenir  au  cours 
du  temps.  On  peut  imaginer  pour  cela  une  origine 
double  : 

-  soit  elle  est  le  resultat  d'une  situation  figee,  tous 
les  constituants  membranaires,  une  fois  mis  en 
place,  etant  dans  l'impossibilite  absolue  de  pas¬ 
ser  d'une  monocouche  dans  l'autre  :  situation 
d'equilibre  strict ; 

-  soit  elle  est  le  resultat  d'une  situation  dynamique 
dans  laquelle  tout  constituant  peut  basculer  d'un 
cote  a  l'autre,  mais  dans  le  cadre  d'un  controle 
conduisant  a  un  etat  stationnaire. 

Les  deux  situations  existent  dans  les  cellules 
vivantes  ;  l'etude  des  membranes  artificielles  a 
permis  de  faire,  une  fois  de  plus,  la  part  des  choses 
dans  cette  question. 

La  possibilite  de  basculement  (diffusion  trans¬ 
versale  ou  flip-flop)  des  phospholipides  ou  des 
glycolipides  dans  des  bicouches  artificielles  a  ete 
analysee  dans  des  liposomes  apres  marquage  chi¬ 
mique  des  molecules  de  la  monocouche  externe  et 
etude  de  leur  passage  progressif  sur  la  face  interne. 
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II  apparait  que  ce  phenomene  est  tres  rare  (moins 
d'une  fois  par  mois  pour  une  molecule  donnee  de 
lipide)  car  les  parties  polaires  relativement  impor- 
tantes  des  lipides  membranaires  ne  peuvent,  pour 
des  raisons  physicochimiques  evidentes,  franchir  le 
coeur  hydrophobe  des  bicouches.  Seuls  les  sterols  (le 
cholesterol,  en  particulier),  le  diacylglycerol  et  la 
ceramide,  qui  ont,  au  contraire,  des  domaines 
polaires  tres  reduits,  peuvent  basculer  aisement  et 
equilibrer  passivement  leurs  concentrations  dans  les 
deux  monocouches  (phenomene  de  symetrisation). 

Au  sein  des  cellules  vivantes  eucaryotiques,  les 
choses  sont  bien  plus  complexes  et  l'on  doit  consi¬ 
dered  de  ce  point  de  vue,  deux  types  de  mem¬ 
branes  : 

-  celles  qui  sont  le  siege  de  la  synthese  des  lipides 
membranaires  et  de  leur  incorporation  simulta- 
nee  dans  leur  propre  structure,  grace  a  des 
enzymes  incluses  dans  la  bicouche,  et  qui 
s'accroissent  done  constamment  en  surface.  II 
s'agit  du  reticulum  endoplasmique  (lisse,  pour 
l'essentiel) ;  on  parle  de  membrane  biogenique  ; 

-  celles  qui  ne  fabriquent  pas  de  lipides  mais  qui 
derivent  des  premieres,  plus  ou  moins  directe- 
ment.  II  s'agit  de  toutes  les  membranes  autres  que 
celles  du  reticulum  :  appareil  de  Golgi,  lyso- 
somes,  membrane  plasmique,  organites  semi- 
autonomes...  ;  on  parle  alors  de  membranes  non 
biogeniques. 

Chez  les  Procaryotes,  la  membrane  cytoplas- 
mique  (la  seule  le  plus  souvent  representee)  appar- 
tient  evidemment  a  la  premiere  categorie. 

Comme  on  le  verra  dans  le  chapitre  9,  les  mem¬ 
branes  biologiques  doivent,  pour  se  maintenir  a 
l'etat  de  bicouche,  posseder  imperativement  des 
mecanismes  actifs  assurant  un  basculement  tres 
rapide  (en  quelques  minutes)  de  certains  des  phos- 
pholipides  neosynthetises  sur  la  seule  face  hyalo- 
plasmique.  On  connait  en  fait  au  moins  une 
proteine-transporteur  (ou  facteur  de  transloca¬ 
tion),  faisant  elle  aussi  partie  de  la  membrane  du 
reticulum  endoplasmique,  qui  assure  specifique- 
ment  le  basculement  d'un  phospholipide  a  choline 
(la  phosphatidyl-choline)  de  la  face  hyaloplas- 
mique  (ou  il  est  fabrique  et  ou  il  tendrait  a  s'accu- 
muler)  vers  la  face  luminale  de  l'organite.  Ce 
mecanisme  de  diffusion  transversale  facilitee  (car 
se  faisant  dans  le  sens  d'un  gradient  de  concentra¬ 
tion,  voir  chapitre  6)  conduit  done  a  une  homoge- 
neisation  des  concentrations  de  ce  compose  dans 
les  deux  monocouches  (voir  figure  5.18).  L'absence 
d'un  tel  transporteur  pour  la  phosphatidyl-serine 


et  la  phosphatidyl-ethanolamine  fait  que  ces  der- 
nieres  restent  confinees  a  la  face  externe  (voir 
figure  5.17).  Des  facteurs  de  translocation  existent 
aussi  dans  la  membrane  cytoplasmique  des  Bacte- 
ries,  chez  qui  la  synthese  lipidique  a  lieu  sur  la 
face  de  la  membrane  tournee  vers  le  hyaloplasme. 


hyaloplasme 


Figure  5.18 

Schema  illustrant  le  principe  de  la  diffusion  transversale 
facilitee,  au  niveau  du  reticulum  endoplasmique 
Celle-ci  utilise  une  proteine  transmembranaire  speci- 
fique  de  la  translocation  de  la  phosphatidyl-choline. 


Dans  les  membranes  non  biogeniques,  deja 
constitutes,  la  diffusion  transversale  des  lipides  est 
spontanement  tres  lente  mais  non  nulle  ;  on  peut 
calculer  que,  compte  tenu  de  la  duree  de  vie 
moyenne  des  cellules,  ces  membranes  devraient,  a 
terme,  perdre  leur  asymetrie,  ce  qui  n'est  pas 
observe,  comme  on  l'a  vu  plus  haut  (cf.  3.1.1).  On  a 
demontre,  dans  le  cas  de  la  membrane  plasmique 
des  hematies  et  de  celle  des  lymphocytes  de 
Mammiferes,  qu'il  existait  une  proteine  catalysant 
(grace  a  l'hydrolyse  de  l'ATP)  le  passage  actif  de  la 
phosphatidyl-serine  et  de  la  phosphatidyl-ethano¬ 
lamine  de  la  monocouche  externe  vers  celle  interne. 
Ceci  explique  la  presence,  a  peu  pres  exclusive,  de 
ces  deux  lipides  sur  la  face  hyaloplasmique  de  la 
membrane  ;  on  parle  alors  de  diffusion  transver¬ 
sale  active,  car  elle  se  realise  dans  le  sens  contraire 
du  gradient  de  concentration  (il  est  a  noter  que  le 
terme  de  «  diffusion »  est  ici  assez  inapproprie). 
Dans  ces  conditions,  l'asymetrie  inverse  liee  aux 
deux  autres  phospholipides  majeurs  (phosphati¬ 
dyl-choline  et  sphingomyeline),  serait  le  resultat 
passif  de  ce  phenomene,  ceux-ci  etant  exclus  de  la 
face  interne  du  fait  de  la  diffusion  active  des  deux 
precedents  vers  cette  face. 
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La  morphologie  disco'ide  des  hematies  serait 
egalement  due  (en  partie,  au  moins)  a  ce  mecanisme 
actif  car  Lappauvrissement  en  ATP  du  cytoplasme 
conduit  au  maintien  de  la  phosphatidyl-serine  et 
de  la  phosphatidyl-ethanolamine  sur  la  face 
externe.  Un  surplus  de  lipides  a  ce  niveau  serait 
responsable  de  la  forme  crenelee  de  la  membrane 
plasmique  qui  est  une  consequence  directe  de  cet 
appauvrissement. 

En  ce  qui  concerne  les  proteines  intrinseques,  on 
comprend  aisement,  compte  tenu  de  leurs  relations 
avec  la  bicouche  lipidique  et  de  la  taille  generale- 
ment  importante  de  leurs  domaines  polaires,  qu'il 
leur  soit  impossible  de  basculer  dans  la  membrane. 

3.2  Fluidite  membranaire 


Les  membranes  sont,  par  nature  des  milieux 
anisotropes,  c'est-a-dire  qu'elles  ne  presentent  pas 
les  memes  caracteristiques  dans  toutes  les  direc¬ 
tions  de  l'espace.  On  peut  a  leur  sujet  parler  de 
fluidite,  mais  seulement  par  rapport  au  plan 
qu'elles  definissent.  Cette  fluidite  traduit  la  possi¬ 
bility,  manifestee  par  leurs  differents  constituants, 
de  bouger  sur  place  ou  de  se  deplacer,  parfois  sur 
de  relativement  grandes  distances.  Cette  propriety 
est  une  condition  necessaire  pour  de  nombreuses 
activites  cellulaires  ;  elle  est  fonction  de  plusieurs 
parametres,  propres  a  la  membrane  elle-meme, 
mais  aussi  a  certaines  conditions  exterieures. 


3.2.1.  Mise  en  evidence  experimentale 

Diverses  methodes,  biophysiques  et  biologiques, 
demontrent  la  fluidite  des  membranes  a  travers, 
en  particulier,  la  possibility  de  diffusion  laterale 
des  lipides  et  des  proteines.  On  peut  egalement 
demontrer  un  mouvement  de  rotation  sur  place  ou 
de  balancement  de  ces  molecules  en  utilisant  des 
methodes  biophysiques  sophistiquees,  de  nature 
spectroscopique  (fluorescence  et  spectroscopie  de 
resonance),  qui  ne  peuvent  etre  decrites  dans  le 
cadre  de  cet  ouvrage.  Une  technique  classique,  uti- 
lisee  d'ailleurs  dans  d'autres  domaines  que  l'etude 
des  membranes,  permet  d'etudier  les  mouvements 
lateraux  de  leurs  constituants  :  il  s'agit  de  la 
methode  de  reapparition  de  la  fluorescence  apres 
photoextinction  (FRAP,  en  anglais,  pour  fluores¬ 
cence  recovery  after  photobleaching). 

L'experience  suivante,  realisee  sur  le  modele 
« hematies  de  Mammiferes»,  demontre  egalement 
que  les  proteines  intrinseques  peuvent  aisement  se 
deplacer  dans  le  plan  de  la  bicouche  lipidique  au 
sein  de  laquelle  elles  sont  enchassees.  Lorsque  des 
fantomes  d'hematies  sont  incubes  dans  une  solu¬ 
tion  saline  tamponnee  a  un  pH  voisin  de  7,5,  puis 
analyses  par  cryodecapage,  on  observe  que  les 
particules  intramembranaires  (qui  represented  les 
proteines  intrinseques)  sont  distributes  de  fa  con 
reguliere  et  eparse  au  sein  de  la  bicouche  lipi¬ 
dique.  En  revanche,  si  Ton  incube  ces  memes  fan- 
tomes  dans  une  solution  de  pH  voisin  de  5,5,  on 


Encart  technique 

La  methode  de  reapparition  de  la  fluorescence  apres  photoextinction 


Le  principe  de  cette  methode  est  simple,  meme  si 
les  choses  ne  sont  pas  techniquement  aisees  a  rea- 
liser.  II  faut  tout  d'abord  marquer  un  composant 
membranaire  (lipide  ou  proteine)  par  un  fluoro- 
chrome,  dans  une  cellule  vivante  immobilisee  ou 
un  organite,  de  sorte  qu'on  puisse  le  voir  avec  un 
microscope  a  fluorescence  apres  excitation  avec 
une  lumiere  de  longueur  d'onde  appropriee  (voir 
la  microscop ie  a  fluorescence,  chapitre  2).  Dans  le 
cas  des  proteines  membranaires,  ceci  se  fait  le 
plus  souvent  grace  a  un  anticorps  specifique 
auquel  on  a  greffe  un  fluorochrome. 

II  s'agit  en  fait,  dans  un  premier  temps,  d'exciter 
le  fluorochrome  d'un  tout  petit  territoire  membra¬ 
naire  au  moyen  d'un  fin  pinceau  de  lumiere  laser, 
afin  de  le  visualiser,  puis  on  envoie  sur  ce  terri¬ 
toire  une  lumiere  de  grande  intensity  qui  «brule» 
et  detruit  le  fluorochrome  (photodecoloration  ou 


blanchiment)  et  supprime  la  fluorescence  emise. 
On  constate  que  le  territoire  en  question  n'emet 
plus  de  fluorescence  pendant  un  certain  temps, 
mais  que  progressivement  celle-ci  reapparait,  par 
diffusion  des  molecules  fluorescentes  de  la  Peri¬ 
pherie  de  la  zone  brulee,  qui  remplacent  celles  de 
cette  derniere.  Ce  phenomene  de  recuperation  de 
la  fluorescence,  qui  peut  etre  totale,  est  la  preuve 
de  la  mobility  laterale  des  molecules  portant  le 
fluorochrome.  II  est  possible,  avec  cette  methode, 
de  mesurer  un  coefficient  de  diffusion  laterale 
traduisant  le  degre  de  fluidity  d'une  membrane 
biologique  ;  les  valeurs  obtenues  sont  elevees  et 
telles  que  les  lipides  semblent  pouvoir  se  depla- 
cer  sur  des  distances  de  l'ordre  du  pm  par 
seconde  !  Ces  valeurs  sont  cependant  tres  infe- 
rieures  a  celles  mesurees  pour  les  bicouches 
phospholipidiques  pures  artificielles. 
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constate  que  ces  proteines  se  rassemblent  en 
paquets  serres,  formant  des  agregats  de  tailles 
variees  (voir  figure  5.19).  Ce  phenomene,  qui  est 
parfaitement  reversible,  temoigne  de  la  possibility 
de  mouvements  de  proteines  dans  le  plan  des 
membranes  biologiques,  et  done  de  leur  fluidite  ;  il 
a  aussi  ete  demontre  au  moyen  de  proteolipo- 
somes  ainsi  que  sur  des  cellules  vivantes. 


Figure  5.19 

Aspect  en  cryodecapage  des  membranes 
de  fantomes  d'hematies  de  Mammiferes, 
en  fonction  du  pH  du  milieu  d'incubation 

(1)  pH  7,5  :  particules  intramembranaires  isolees. 

(2)  pH  5,5  :  agregats  de  particules. 

(Cliches  fournis  par  P.  Van  Gansen,  Bruxelles). 


Dans  le  cas  de  ces  dernieres,  les  experiences 
concernent  essentiellement  les  proprietes  de  fluidite 
de  la  membrane  cytoplasmique,  dont  la  surface  et 
l'accessibilite  facilitent  l'etude.  Les  premieres  indi¬ 
cations  datent  du  debut  des  annees  70,  et  ces  resul- 
tats  ont  evidemment  contribue  largement  a 
l'elaboration  du  concept  de  mosaique  fluide  pre¬ 
sente  au  paragraphe  2.4  ;  nous  decrirons  une  de 
ces  experiences  historiques  dans  le  chapitre  6.  De 
meme,  on  a  observe  in  vivo  (par  cryodecapage  ou 
immunofluorescence)  que  si  des  cellules  isolees, 
telles  que  des  lymphocytes,  sont  mises  en  presence 
d'anticorps  diriges  contre  une  proteine  particuliere 
de  leur  surface,  ses  molecules  se  reunissent  pro- 
gressivement  en  plages  de  grande  taille  alors 


qu'elles  etaient  jusque-la  distributes  de  maniere 
diffuse  et  homogene  dans  la  membrane  plas- 
mique.  La  raison  est  que  les  anticorps,  qui  sont 
bivalents,  conduisent  au  rapprochement  de  ces 
molecules  en  entrainant  un  phenomene  de  reticu¬ 
lation  entre  elles  ;  la  fluidite  de  la  membrane  est  ici 
aussi  directement  demontree. 

De  nombreuses  autres  experiences  ont  permis 
de  preciser  les  modalites  de  cette  diffusion  late- 
rale.  Dans  les  membranes  naturelles,  il  s'avere  que 
toutes  les  proteines,  analysables  individuellement, 
ne  diffusent  pas  a  la  meme  vitesse,  certaines  pou- 
vant  meme  etre  bloquees  au  niveau  de  structures 
intra-  ou  extracellulaires. 


3.2.2.  Limitations  A  la  diffusion  laterale 

DES  PROTEINES  ET  DES  LIPIDES 
DANS  LES  MEMBRANES  BIOLOGIQUES 


La  comparaison  des  vitesses  de  diffusion  mesu- 
rees  dans  des  proteoliposomes  et  dans  les  mem¬ 
branes  biologiques,  pour  une  proteine  donnee  qui 
a  pu  etre  purifiee,  montre  qu'elle  est  environ  dix 
fois  plus  rapide  dans  les  proteoliposomes.  Divers 
mecanismes  de  resistance  a  la  diffusion  sont  envi- 
sageables  : 

-  des  interactions  stables  avec  d'autres  proteines 
de  surface,  identiques  ou  differentes,  par  l'inter- 
mediaire  de  domaines  polysaccharidiques  (cas 
des  glycoproteines)  peuvent  conduire  a  la  forma¬ 
tion  d'agregats  de  grande  taille  et  diffusant  diffi- 
cilement ; 

-  des  phenomenes  de  «  cristallisation  »  de  pro¬ 
teines,  comme  e'est  le  cas  dans  la  membrane 
pourpre  des  Halobacteries  (voir  chapitre  6),  dans 
les  plaques  electriques  de  certains  poissons,  pour 
le  recepteur  a  l'acetylcholine,  ou  dans  certaines 
jonctions  intercellulaires  dites  communicantes  ; 

-  des  interactions  indirectes,  au  sein  meme  de  la 
cellule,  avec  des  constituants  du  cytosquelette, 
en  particulier  les  microfilaments  ou  les  filaments 
intermediaires  (points  de  contact  focaux  et  jonc¬ 
tions  intercellulaires).  Certaines  proteines  intrin- 
seques  entrent  meme  en  contact  a  la  fois  avec  le 
cytosquelette  et  la  matrice  extracellulaire,  ce  qui 
constitue  alors  un  double  systeme  d'immobilisa- 
tion  (voir  le  chapitre  11). 

Dans  certains  types  de  cellules,  en  particulier  au 
sein  des  epitheliums,  il  existe  des  dispositifs  mem- 
branaires  qui  restreignent  la  diffusion  des  pro- 
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teines  (et  peut-etre  celle  des  lipides)  a  des  terri- 
toires  ou  des  domaines  specifiques  de  la  surface 
cellulaire.  Ceci  est  tres  important  car  c'est  le  seul 
moyen  de  maintenir  une  polarite  structurale  et 
done  une  specialisation  fonctionnelle  a  ces  cellules. 
Le  cas  le  plus  typique  est  celui  des  cellules  absor- 
bantes  (les  enterocytes,  par  exemple),  qui  doivent 
posseder  deux  « faces  »  ayant  des  caracteristiques 
de  permeabilite  differente  pour  qu'un  transfert 
unidirectionnel  de  molecules  ou  d'ions  ait  lieu  a 
travers  elles.  On  parle  de  barrieres  de  diffusion 
pour  designer  ces  dispositifs  (comme  les  jonctions 
intercellulaires  dites  «serrees»)  qui  empechent  une 
homogeneisation  complete  des  constituants  mem- 
branaires  (voir  chapitre  14). 

Compte  tenu  de  tout  ce  qui  precede,  on  com- 
prend  aisement  que  les  lipides  eux-memes  ne 
puissent  se  deplacer  dans  ces  membranes  riches  en 
proteines  (dont  certaines  sont  bloquees)  aussi 
librement  que  dans  des  bicouches  artificielles 
exclusivement  lipidiques. 


3.2.3.  Facteurs  influen(;ant  la  fluidite 


Le  degre  de  fluidite  des  membranes  est  condi- 
tionne  par  des  facteurs  externes,  parmi  lesquels  le 
plus  important  est  la  temperature.  En  effet,  la 
conformation  des  chaines  d'acides  gras  des  lipides 
est  tres  sensible  a  l'agitation  thermique  ;  une  eleva¬ 
tion  de  la  temperature  entraine  une  mobilite 
accrue  et  des  deformations  des  chaines  qui  ne  sont 
etirees  au  maximum  et  en  contact  etroit  qu'a  basse 
temperature.  L'experience  courante  montre  bien 
que  les  corps  gras  sont  solides  a  basse  temperature 
et  liquides  au-dela  d'une  temperature  caracteris- 
tique,  qui  est  fonction  de  leur  nature  chimique  ;  on 
parle  de  transition  de  phase  pour  designer  ce 
changement  d'organisation  moleculaire.  De  meme, 
dans  les  membranes,  les  phospholipides  et  les  gly- 
colipides  peuvent  adopter  des  dispositions  plus  ou 
moins  serrees,  et  contracter  des  liaisons  (hydro¬ 
phobes)  par  consequent  plus  ou  moins  stables. 


A  une  temperature  elevee,  l'expansion  laterale 
des  chaines  d'acides  gras  s'accompagne  d'une 
diminution  de  l'epaisseur  de  la  bicouche  et  d'une 
augmentation  globale  de  sa  surface  ;  la  fluidite  est 
alors  maximale.  A  l'inverse,  on  peut  considerer 
que  les  membranes  biologiques  ont  tendance  a 
figer  aux  basses  temperatures.  II  est  important  de 
garder  a  l'esprit  que  les  cellules  sont  adaptees  a 
vivre  a  une  temperature  donnee,  et  que  la  compo¬ 


sition  de  leurs  membranes  est  forcement  fonction 
de  celle-ci  ;  nous  en  verrons  des  exemples  plus 
loin.  Lorsque  des  cellules  de  Mammifere  cultivees 
normalement  a  37-40  °C  sont  brutalement  portees 
a  une  temperature  de  0-4  °C,  leurs  membranes 
deviennent  instantanement  solides  et  toutes  les 
activites  qui  leur  sont  associees  (independamment 
du  ralentissement  de  l'activite  chimique  generate) 
sont  supprimees. 

La  composition  en  acides  gras  des  lipides  mem- 
branaires  et  la  richesse  en  cholesterol  sont  des  fac¬ 
teurs  internes  determinant  de  fa  con  importante  la 
fluidite.  Tout  d'abord,  la  longueur  des  acides  gras 
entre  en  jeu  car  la  solidite  des  interactions  hydro¬ 
phobes  laterales  entre  leurs  chaines  est,  on  le 
comprend  aisement,  une  fonction  directe  de  celle- 
ci.  De  plus,  la  presence  ou  l'absence  de  doubles 
liaisons  (acides  gras  insatures  ou  satures)  condi- 
tionne  directement  la  conformation  et  la  mobilite 
des  chaines  et  influe  ainsi  sur  la  fluidite  ;  on  rap- 
pelle  que  la  difference  de  comportement  entre  les 
huiles  et  les  graisses,  qui  se  distinguent  par  leur 
temperature  de  fusion,  est  basee  sur  cette  meme 
difference  chimique.  En  resume,  plus  une  bicouche 
est  riche  en  acides  gras  courts  et  insatures,  plus  elle 
constitue  un  assemblage  souple  et  fluide,  dont  la 
temperature  de  transition  «  gel/liquide  »  est  basse. 

La  proportion  de  cholesterol  dans  les  bicouches, 
qui  peut  etre  elevee  et  atteindre  parfois  25  %  des 
lipides  totaux,  est  un  parametre  important  de  la 
fluidite.  Par  sa  conformation  (rigide  au  niveau  du 
noyau  tetracyclique,  souple  au  niveau  de  la  chaine 
hydrophobe)  et  sa  position  par  rapport  aux  autres 
lipides,  il  peut  moduler  la  fluidite  liee  a  ces  der- 
niers  (voir  figure  5.20).  Son  effet  varie  en  fonction 
de  la  composition  globale  de  la  membrane  ;  son 
encombrement  tend  a  ecarter  les  chaines  rigides 
d'acides  gras  satures  (et  done  a  augmenter  la  flui¬ 
dite)  et  au  contraire  a  stabiliser  les  chaines  insatu- 
rees,  qui  sont  au  depart  moins  tassees  les  unes  sur 
les  autres  (diminution  de  la  fluidite).  Par  rapport  a 
Faction  de  la  temperature,  il  presente  aussi  un 
effet  tampon  puisqu'il  tend  a  empecher  les  acides 
gras  d'entrer  en  contact  etroit  et  d'etablir  des  liens 
solides  lorsque  la  temperature  de  transition  est 
atteinte,  et  au  contraire  a  les  maintenir  associes 
aux  temperatures  elevees. 

Il  faut  enfin  rappeler  que  les  membranes  tres 
riches  en  proteines,  telle  la  membrane  mitochon- 
driale  interne,  semblent  presenter  une  faible  flui¬ 
dite. 
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AG  sature  AG  insature  cholesterol 


Figure  5.20 

Importance  du  cholesterol  dans  le  controle 
de  la  fluidity  membranaire,  en  fonction  de  la  composition 
en  lipides  de  la  membrane 

(1)  Membrane  initialement  riche  en  acides  gras  satures  et 
visqueuse  :  augmentation  de  la  fluidite,  par  une  diminu¬ 
tion  des  interactions  hydrophobes. 

(2)  Membrane  riche  en  acides  gras  insatures  et  fluide  : 
diminution  de  la  fluidite  par  une  augmentation  de  ces 
interactions. 

Un  acide  gras  sature  est  represente  par  un  trait  droit, 
alors  qu'un  acide  gras  insature  est  represente  par  un  trait 
anguleux,  en  raison  de  la  presence  d'une  double  liaison. 


3.2.4.  Regulation  de  la  fluidite  membranaire 

On  a  vu  que  toutes  les  cellules,  y  compris  les 
plus  simples  d'entre  elles,  les  Bacteries,  sont 
capables  de  reguler  et  d'adapter  la  composition 
lipidique  de  leurs  membranes  en  fonction  des 
conditions  du  milieu,  afin  de  maintenir  une  fluidite 
optimale  (on  parle  d'adaptation  homeovis- 
queuse).  Lorsque  Escherichia  coli,  dont  la  tempe¬ 
rature  de  croissance  est  normalement  de  37  °C,  est 
cultivee  a  27  °C,  on  observe  que  la  quantite  rela¬ 
tive  des  chaines  hydrocarbonees  insaturees  conte- 
nues  dans  ses  lipides  membranaires  augmente 
significativement  ;  la  fluidite  est  ainsi  conservee. 
De  la  meme  fa  con,  on  observe  une  telle  adaptation 
chez  les  Animaux  poikilothermes  ou  les  Plantes, 
qui  sont  directement  soumis  aux  variations  de 
temperature  du  milieu  exterieur.  Le  cas  des 
Animaux  superieurs  hibernants  est  egalement  tres 
remarquable  a  cet  egard. 


4.  DIVERSITE  DES  FONCTIONS 
MEMBRANAIRES  AU  SEIN 
DES  CELLULES 

La  diversity  des  structures  auxquelles  partici- 
pent  les  membranes  cellulaires,  en  particulier  chez 
les  Eucaryotes,  est  refletee  par  la  multiplicite  des 
fonctions  qu'elles  sont  capables  d'assurer.  Nous 
presentons  ici  un  rapide  classement  de  ces  fonc¬ 
tions,  introduisant  en  fait  la  plupart  des  chapitres 
suivants  de  cet  ouvrage. 

4.1  Fonction  de  «barriere  physique» 
et  role  dans  la  segregation 
de  composes  chimiques 


Cette  fonction  de  base  de  toute  membrane  est 
evidemment  illustree  par  la  membrane  plasmique 
qui  separe  l'interieur  de  la  cellule  du  milieu  envi- 
ronnant.  Ce  milieu,  parfois  exclusivement  mineral 
et  de  composition  simple,  n'est  en  aucun  cas  com¬ 
parable  au  contenu  cellulaire.  Ce  dernier,  infini- 
ment  complexe  par  la  diversite  de  ses  molecules 
(plusieurs  milliers  ou  dizaines  de  milliers 
d'especes,  pour  les  cellules  les  plus  simples)  et  par 
leur  complexity  propre,  doit  pouvoir  etre  preserve, 
de  meme  que  ses  constituants  ne  doivent  pas  dif¬ 
fuser  librement  a  l'exterieur.  La  lutte  contre 
l'entropie  (c'est-a-dire  le  maintien  de  l'«  ordre  eta- 
bli »),  condition  premiere  de  la  vie,  commence  avec 
cette  membrane  limitante.  Nous  verrons  dans  le 
chapitre  suivant  les  moyens  mis  en  oeuvre  par  les 
cellules  pour  que  cette  fonction  necessaire  de  bar- 
riere  physique  soit  compatible  avec  les  indispen- 
sables  echanges  de  matiere  que  celles-ci 
entretiennent  avec  ce  meme  milieu. 

Au  sein  des  cellules,  toutes  les  membranes  rem- 
plissent  egalement  ce  role  fondamental  de  com- 
partimentation  physique  ou  chimique,  mais  il  est 
souvent  associe  a  d'autres  fonctions  qui  seront 
decrites  plus  loin.  Pour  quelques  organites  cepen- 
dant,  ce  simple  role  de  segregation  est  le  seul  qui 
soit  evident  ;  on  citera,  par  exemple,  le  cas  des 
nombreuses  vesicules  de  tailles  tres  diverses,  limi- 
tees  en  general  par  une  seule  membrane,  et  qui 
emplissent  le  hyaloplasme  de  certaines  cellules. 
Elles  servent  essentiellement  a  transporter,  d'un 
organite  a  un  autre,  des  collections  de  composes 
chimiques  precis  (proteines,  glycoproteines,  poly¬ 
saccharides,  mediateurs  chimiques...),  ou  bien  a 


132  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


les  conserver  en  l'etat,  pour  des  durees  parfois  tres 
longues  (role  de  stockage  de  reserves  ou  de  pro- 
duits  de  secretion).  Ces  vesicules  participent  a  un 
vaste  flux  membranaire  qui  trouve  son  origine 
dans  le  reticulum  endoplasmique  ;  tous  ces  aspects 
seront  traites  dans  les  chapitres  7  (lysosomes)  et  9 
(reticulum  endoplasmique  et  appareil  de  Golgi). 
D'une  certaine  maniere,  la  fonction  de  l'enveloppe 
nucleaire,  dont  le  role  est  de  confiner  l'essentiel  du 
materiel  genetique  des  cellules  eucaryotiques, 
entre  dans  cette  categorie  (voir  chapitre  8). 


4.2  Fonction  d'echange  de  matiere 


Cette  fonction  est  inseparable  de  la  premiere,  et 
commune  a  la  plupart  des  membranes.  Les  fonc- 
tions  d'echange  de  matiere  les  plus  evidentes 
concernent,  id  aussi,  la  membrane  cytoplasmique, 
puisque  les  cellules  sont  des  systemes  thermody- 
namiquement  ouverts  :  des  ions  mineraux,  des 
petites  molecules  organiques  (sucres,  acides  ami- 
nees...),  des  macromolecules  transitent  dans  les 
deux  sens  a  travers  elle.  Des  transporteurs  speci- 
fiques,  constitues  de  proteines  transmembranaires, 
sont  mis  en  jeu  dans  tous  ces  echanges  qui  existent 
aussi  dans  des  organites  tels  que  les  mitochon- 
dries,  les  plastes  ou  les  vacuoles.  Les  ions  inter- 
viennent  parfois  directement,  a  titre  de  cofacteur 
enzymatique,  dans  les  processus  enzymatiques  et 
metaboliques  au  sein  du  cytoplasme.  Leurs  mou- 
vements  a  travers  les  membranes,  comme  le  mon- 
treront  de  nombreux  exemples,  sont  cependant 
tres  souvent  associes  a  des  phenomenes  plus  spe- 
cifiquement  lies  a  l'energetique  cellulaire  (chapitre 
10),  ou  au  transport  d'informations  a  longue  dis¬ 
tance,  sous  forme  d'impulsions  electriques  (cas  des 
cellules  electriquement  excitables). 


Les  echanges  de  molecules  organiques  inter- 
viennent,  quant  a  eux,  dans  les  processus  de  nutri¬ 
tion  ou  d'elimination  des  dechets,  mais  aussi  dans 
le  cadre  de  la  construction  et  du  renouvellement 
de  structures  extracellulaires  (dites  matrices  extra- 
cellulaires)  dont  l'importance  est  considerable 
dans  l'organogenese  des  organismes  pluricellu- 
laires.  Le  franchissement  de  la  membrane  plas- 
mique  par  des  macromolecules  ou  des  particules 
que  la  cellule  ingere  met  en  oeuvre  le  processus 
d'endocytose.  Celui-ci  necessite  l'intervention  de 
vesicules  formees  au  niveau  de  la  membrane  plas- 
mique  elle-meme,  qui  sont  le  plus  souvent  pour- 
vues  de  recepteurs  membranaires  ;  ces  vesicules 
rencontrent  celles,  d'origine  interne,  qui  partici¬ 


pent  au  flux  membranaire  signale  plus  haut,  et 
elles  fusionnent  avec  elles  (voir  chapitre  6). 

Nous  decrirons  enfin  un  type  universel  (c'est-a- 
dire  rencontre  aussi  bien  chez  les  Procaryotes  que 
chez  les  Eucaryotes)  de  franchissement  des  mem¬ 
branes  par  des  proteines  naissantes  ou  dont  la  syn- 
these  est  deja  achevee.  II  s'agit  du  processus 
d'insertion  cotraductionnelle  des  proteines  dans  le 
reticulum  endoplasmique  rugueux  des  cellules 
eucaryotiques  et  des  mecanismes  post-traduction- 
nels  participant  essentiellement  a  la  biogenese  des 
organites  semi-autonomes  (mitochondries  et 
plastes,  voir  chapitre  10).  Dans  ces  deux  situations, 
nous  constaterons  que  les  proteines  peuvent  fran- 
chir  completement  la  membrane  (cas  des  proteines 
solubles)  ou  bien  lui  rester  associees  et  participer  a 
l'accroissement  de  sa  surface,  en  tant  que  pro¬ 
teines  intrinseques.  Des  mecanismes  equivalents 
existent  chez  les  Bacteries. 


4.3  Fonction  de  support  d'activites 
enzymatiques 


Probablement  toutes  les  membranes  biologiques 
possedent  des  proteines  intrinseques  a  fonction 
enzymatique,  intervenant  dans  le  metabolisme 
intermediate  ou  energetique.  On  en  trouve  aussi 
bien  dans  la  membrane  plasmique  de  toutes  les 
cellules,  procaryotiques  ou  eucaryotiques,  que 
dans  celles  de  l'appareil  de  Golgi  ou  des  organites 
semi-autonomes,  par  exemple,  chez  ces  dernieres. 
La  realisation  de  surfaces  actives  permet  d'aug- 
menter  considerablement  la  vitesse  du  metabo¬ 
lisme  ;  en  effet,  lorsque  les  diverses  enzymes 
participant  a  une  meme  voie  biochimique  sont 
rapprochees  au  sein  d'une  meme  structure  plane, 
ceci  diminue  les  phenomenes  de  diffusion  des 
reactifs  et  facilite  l'acces  aux  sites  catalytiques. 

Dans  un  volume  ayant  la  taille  approximative 
d'une  cellule  eucaryotique  moyenne  (10  pm  de 
diametre),  on  calcule  que  la  probabilite  de  ren¬ 
contre  d'une  molecule  de  substrat  et  d'une  mole¬ 
cule  d'enzyme  est  multipliee  par  un  facteur  allant 
de  10  a  100  lorsqu'on  ajoute  a  la  simple  diffusion 
aleatoire  en  trois  dimensions  une  composante  de 
diffusion  en  deux  dimensions.  De  fa^on  generale, 
les  molecules  cibles  (les  enzymes)  sont  liees  a  une 
membrane  tandis  que  les  molecules  devant  les 
rencontrer  (les  substrats)  sont  susceptibles  de  dif¬ 
fuser  a  la  fois  dans  l'espace  hyaloplasmique  et  au 
sein  de  cette  derniere. 
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Ce  type  de  situation  sera  analyse  en  detail  dans 
le  cas  du  fonctionnement  du  reticulum  endoplas- 
mique  lisse  (chapitre  9).  Celui-ci  constitue  un  sys- 
teme  enzymatique  membranaire  specialise  a  la  fois 
dans  les  reactions  de  detoxification  de  composes 
nuisibles  a  la  cellule,  et  dans  la  synthese  de  lipides 
membranaires  qui  sont  incorpores  progressive- 
ment  a  la  bicouche  elle-meme.  Dans  le  cas  des 
mitochondries  et  des  plastes,  on  decrira  des  sys- 
temes  de  transporteurs  (proteiques  ou  non)  assu- 
rant  egalement  des  transferts  lateraux  d'electrons 
d'une  molecule  a  une  autre  dans  le  plan  d'une 
membrane  specialisee. 

4.4  Fonction  de  capture 

et  de  transformation  d'energie 

Grace  a  certaines  de  leurs  proteines,  divers 
types  de  membranes  biologiques  sont  capables  de 
capter  une  forme  d'energie  physique  :  la  lumiere, 
et  de  la  transformer  soit  en  une  autre  forme 
d'energie  directement  utilisable  par  la  cellule 
(energie  chimique),  soit  en  un  signal  induisant  une 
simple  reponse  informative  de  la  part  de  la  cellule 
sensible  (cellules  sensorielles).  Dans  tous  les  cas,  la 
capture  de  l'energie  lumineuse  implique  la  pre¬ 
sence  de  pigments  lies  aux  proteines  membra¬ 
naires.  Les  niveaux  d'energie  mis  en  jeu  dans  ces 
deux  processus  ne  sont  evidemment  pas  iden- 
tiques,  de  meme  que  les  mecanismes  moleculaires 
permettant  d'assurer  les  phenomenes  de  transfor¬ 
mation  ou  de  transduction  necessairement  asso- 
cies. 

Dans  le  chapitre  10,  nous  decrirons  en  detail  les 
mecanismes  de  la  photosynthese  chez  les  Vege- 
taux  autotrophes  (Algues  et  Plantes  superieures). 
Celle-ci  y  est  assuree  par  les  chloroplastes  dont  les 
membranes  thylakoidiennes,  porteuses  de  chloro- 
phylle  et  de  divers  autres  pigments,  permettent 
d'absorber  l'energie  lumineuse  et  de  la  transfor¬ 
mer  finalement  en  un  gradient  transmembranaire 
de  protons,  lui-meme  source  d'energie  chimique. 
Des  mecanismes  equivalents  existent  chez  les 
Bacteries  photosynthetiques,  mais  celles-ci  presen- 
tent  en  outre  des  modalites  tres  diverses  d'utilisa- 
tion  de  la  lumiere  et  des  substrats  fournisseurs 
d'electrons.  La  perception  de  la  lumiere  par  des 
cellules  sensibles  (cellules  visuelles  des  Animaux, 
par  exemple)  est  basee  sur  un  tout  autre  principe 
qui  rejoint  en  fait  celui  presente  dans  le  para- 
graphe  precedent,  la  membrane  plasmique  est  ici 
mise  en  jeu  sous  la  forme  de  nombreux  saccules 


membranaires  empiles  et  le  pigment  recepteur  est 
de  nature  differente  (retinal). 

La  membrane  mitochondriale  interne  permet  de 
transformer  une  forme  d'energie  chimique  (celle 
contenue  dans  les  molecules  organiques  reduites) 
en  une  autre,  directement  utilisable  dans  toutes  les 
activites  de  la  cellule  :  l'ATP  ;  c'est  la  respiration 
cellulaire.  Elle  utilise  pour  cela,  comme  dans  le  cas 
des  chloroplastes,  un  « intermediaire  »  constitue 
par  un  gradient  transmembranaire  de  protons, 
genere  lui-meme  par  une  collection  de  proteines 
intrinseques.  Cette  membrane  presente  done  beau- 
coup  d'analogies  structurales  et  fonctionnelles 
avec  celle  des  thylakoides  des  chloroplastes,  et 
toutes  les  deux  sont  en  fait  baties  sur  le  modele 
des  membranes  bacteriennes  ayant  un  role  equiva¬ 
lent.  Nous  verrons  au  chapitre  16  que  ces  organites 
eucaryotiques  ont  eu  des  «  ancetres  bacteriens  »,  au 
cours  de  revolution,  ce  qui  explique  une  telle  res- 
semblance. 

4.5  Fonction  de  transduction  de  signaux 
et  de  transfert  d'information 
a  longue  distance 


La  membrane  plasmique  de  toute  cellule 
contient  des  proteines  intrinseques  remplissant 
une  fonction  de  detection  de  signaux  varies  issus 
du  milieu  environnant  ;  elles  appartiennent  a  la 
grande  families  des  recepteurs  membranaires.  Ces 
molecules  ont  en  commun  de  posseder  un 
domaine  extracellulaire  volumineux  qui  leur  serf 
d'«  antenne  »  capable  de  reconnaitre  et  de  fixer  des 
molecules  specifiques  :  hormones  polypepti- 
diques,  facteurs  de  croissance,  proteines  de  la 
matrice  extracellulaire,  proteines  associees  a  la 
membrane  d'autres  cellules...  (voir  figure  5.21). 
Mais  ces  proteines  ne  se  contentent  pas  de  fixer  ce 
ligand  ;  elles  «envoient»,  a  cette  occasion,  une 
information  a  travers  la  membrane,  sous  la  forme 
d'une  modification  de  leur  conformation.  Ce  pro¬ 
cessus  enclenche  une  serie  de  reactions  en  cascade 
au  sein  de  la  cellule,  qui  se  traduisent  par  un  chan- 
gement  plus  ou  moins  profond  de  l'activite  cellu¬ 
laire,  directement  au  niveau  du  metabolisme,  mais 
aussi  au  niveau  de  l'expression  des  genes. 

On  appelle  transduction  d'un  signal  l'ensemble 
des  processus  qui  contribue  a  la  fois  au  passage 
d'une  information  d'origine  extracellulaire  a  tra¬ 
vers  la  membrane  (via  ces  recepteurs),  et  a  la  reali¬ 
sation  de  la  reponse  physiologique  (voir 
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NH]+ 


Figure  5.21 

Schema  representant  I'organisation  en  deux  dimensions 
d'un  recepteur  transmembranaire  associe 
aux  proteines  G 

Ce  recepteur  dit  «a  sept  passages »  est  constitue  de 
7  helices  a  transmembranaires  (H),  de  deux  gros 
domaines  extra  et  intracellulaires  (respectivement  N  et  C 
terminaux),  de  3  boucles  externes  (E2,  E3  et  E4)  et  de 
3  boucles  cytoplasmiques  (Cl,  C2  et  C3).  Le  gros  domaine 
extracellulaire  fixant  le  ligand  proteique  (hormone)  est 
fortement  glycosyle  (motifs  en  Y).  Diverses  mutations 
alterant  la  fonction  de  ce  type  de  recepteur  sont  indi- 
quees  :  les  6  motifs  en  etoile  correspondent  a  des  sites 
mutes  entrainant  une  stimulation  constitutive  de  l'effec- 
teur,  tandis  que  les  deux  autres  motifs  correspondent  a 
des  mutations  empechant  sa  stimulation.  Les  recepteurs 
mutes  des  hormones  concernees  sont  les  suivants  :  MSH 
(Cl,  H2)  ;  ACTH  (H3)  ;  Vasopressine  (C2)  ;  TSH  (C4)  ; 
LH  (H6)  ;  Rhodopsine  (H7)  ;  voir  aussi  le  chapitre  13. 
Les  quatre  ronds  dessines  dans  le  domaine  interne 
represented  des  acides  amines  pouvant  etre  phosphory- 
les,  dans  le  cadre  de  la  regulation  de  l'activite  du  recep¬ 
teur.  Modifie  d'apres  G.  Karp,  «Cell  and  molecular 
biology  »,  1996,  Wiley  ed. 


chapitre  13).  Au  sens  large,  la  transduction  est 
done  la  conversion  d'un  signal  d'un  type  dortne  en 
un  signal  intracellulaire  d'un  autre  type  ;  ce  terme 
est  egalement  utilise  dans  le  cas  des  cellules  senso- 
rielles  qui  captent  des  signaux  physiques  (lumiere, 
chaleur,  mouvement,  champ  magnetique...)  et  qui 
induisent  une  reponse  cellulaire  particuliere,  le 
plus  souvent,  chez  les  Animaux,  sous  la  forme 
d'un  signal  electrique.  Des  exemples  existent  aussi 
chez  les  Bacteries. 


Dans  le  cas  des  cellules  nerveuses,  la  membrane 
plasmique  des  longs  prolongements  appeles 
axones  possede  la  propriety  remarquable  de 
conduire  sur  de  longues  distances  une  information 
sous  la  forme  d'un  courant  electrique  transmem¬ 
branaire  localise  ;  celui-ci,  nomme  potentiel 
d'action,  se  propage  depuis  le  corps  cellulaire 
jusqu'aux  extremites  synaptiques  (chapitre  6). 
Cette  propriety  de  la  membrane  tient  a  la  presence 
de  differentes  proteines  intrinseques  fonctionnant 
comme  des  canaux  ioniques  specifiques  (des  ions 
K+  ou  Na+,  par  exemple).  Ces  canaux,  comme  les 
recepteurs  signales  plus  haut,  sont  sensibles  a  des 
facteurs  externes  physiques  (la  tension  electrique) 
ou  des  mediateurs  chimiques  (les  neurotransmet- 
teurs,  telle  l'acetylcholine)  qui  controlent  leur  fonc- 
tionnement.  (Voir  l'ouvrage  de  G.  Hennen, 
Biochimie). 

4.6  Fonction  de  reconnaissance 
et  d'adherence  entre  les  cellules 


Ce  dernier  type  de  fonction  ne  concerne  que  les 
organismes  animaux,  chez  qui  les  cellules  voisines 
sont  souvent  amenees  a  contracter  des  liens  etroits 
par  l'intermediaire  de  leurs  membranes  plas- 
miques.  Au  niveau  de  celles-ci,  ils  sont  en  effet  les 
seuls  a  posseder  des  dispositifs  specialises 
d'ancrage  et  de  communication  directe  construits 
a  partir  de  proteines  intrinseques  transmembra¬ 
naires  et  appeles  jonctions  intercellulaires.  Toutes 
ces  structures,  qui  constituent  une  condition  indis¬ 
pensable  a  l'etablissement  de  l'etat  pluricellulaire 
animal,  sont  decrites  en  detail  dans  le  chapitre  14. 

Nous  verrons  a  cette  occasion  que  les  mem¬ 
branes  des  cellules  appartenant  a  un  meme  tissu 
animal  sont  egalement  porteuses  de  nombreuses 
proteines  assurant  entre  elles  une  reconnaissance 
specifique,  sans  que  des  structures  particulieres 
soient  differenciees  et  cytologiquement  visibles. 
Enfin,  divers  types  de  cellules  entrent  en  contact, 
par  l'intermediaire  de  proteines  de  leur  membrane 
plasmique,  avec  des  constituants  chimiques  varies 
remplissant  les  espaces  intercellulaires.  Ces  der- 
niers,  qui  sont  particulierement  developpes  dans 
le  cas  du  tissu  conjonctif,  par  exemple,  sont  rem- 
plis  en  effet  d'une  matrice  extracellulaire  (produit 
de  la  secretion  des  cellules  elles-memes)  dont  les 
fonctions  multiples  seront  egalement  decrites  dans 
le  chapitre  14. 
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Perspective  biomedicale 


L'utilisation  therapeutique  des  liposomes 


Lorsque  des  medicaments,  qui  sont  souvent  des 
substances  nocives  pour  les  cellules  saines  de 
notre  organisme,  sont  injectes  dans  la  circulation 
sanguine,  ils  sont  dilues,  absorbes  par  les  cellules 
malades  mais  aussi  par  les  saines,  parfois  degrades 
et  excretes.  Finalement,  une  faible  quantite  de  sub¬ 
stance  active  atteint  sa  cible  ;  il  est  done  necessaire 
d'injecter  des  quantites  importantes  de  medica¬ 
ment  pour  obtenir  un  effet  therapeutique,  avec  un 
risque  d'intoxication  et  d'effets  secondaires  majeurs. 

Les  liposomes  unilamellaires  permettent  d'integrer 
(dans  leur  lumiere)  des  medicaments  hydroso¬ 
lubles,  lorsque  ces  derniers  sont  dissous  dans  le 
tampon  qui  a  servi  a  leur  fabrication.  De  meme, 
des  substances  liposolubles  peuvent  se  trouver 
incorporees  dans  leurs  membranes  (cas  des  lipo¬ 
somes  multilamellaires).  Les  medicaments  ainsi 
administres  sont  done  isoles  du  sang,  ne  sont  pas 
dilues,  et  s'ils  atteignent  les  cellules  malades,  ils  y 
seront  delivres  en  concentration  elevee.  Le  ciblage 
specifique  des  liposomes  vers  les  cellules  malades 
est  done  une  question  capitale.  De  nombreuses 
experiences  ont  deja  montre  la  faible  toxicite  et  la 
grande  efficacite  de  ces  traitements. 

Les  possibility  d'interaction  des  liposomes  avec 
les  cellules  sont  multiples.  II  peut  s'agir  d'une 
adsorption  sur  la  membrane  plasmique,  ce  qui  tend 
a  favoriser  la  diffusion  du  compose  stocke  vers  la 
cellule,  par  simple  rapproche-ment.  Si  la  fusion  du 
liposome  avec  la  membrane  cellulaire  a  lieu,  celle- 
ci  conduit  direc-tement  au  deversement  de  son 
contenu  dans  le  cytoplasme.  On  peut  aussi  envisa- 
ger  une  endocytose  des  liposomes,  suivie  de  leur 
degra-dation  dans  les  lysosomes  et  de  la  liberation 
eventuelle  des  molecules  dans  le  cytosol. 

Apres  injection,  on  observe  en  fait  que  la  majorite 
des  liposomes  circulants  est  rapidement  phagocy- 
tee  par  les  macrophages  presents  dans  le  systeme 
reticulo-endothelial  (ganglions  lymphatiques,  foie, 
rate,  poumons),  ce  qui  peut  evidemment  les  empe- 
cher  d'atteindre  leur  cible. 


En  revanche,  lorsque  ce  sont  ces  memes  cellules 
qui  font  l'objet  d'une  infection  bacterienne  ou 
parasitaire,  les  liposomes  constituent  des  outils 
tres  performants.  Les  doses  d'antibiotiques  per- 
mettant  de  lutter  efficacement  contre  la  brucellose, 
la  listeriose  ou  la  salmonellose  sont  divisees  par 
un  facteur  100,  quand  on  les  administre  via  des 
liposomes.  II  en  va  de  meme  pour  combattre  la 
leishmaniose  (une  maladie  parasitaire  tres  repan- 
due). 

D'autres  affections  ont  ete  soignees  avec  succes 
grace  a  des  medicaments  encapsules  :  la  pyelo- 
nephrite  (une  maladie  infectieuse  des  reins),  des 
mycoses  graves,  frequentes  chez  les  sujets  im- 
munodeprimes  (cas  de  SIDA,  cancers  soignes  par 
chimiotherapie),  ainsi  que  certaines  tumeurs 
solides  ou  des  leucemies.  L'usage  des  liposomes 
comme  vecteurs  d'ADN  pour  soigner  les  maladies 
genetiques  suscite  enfin  de  nombreux  espoirs. 

Un  exemple  bien  connu  est  celui  du  traitement  de 
la  mucoviscidose.  Le  gene  normal  codant  la  pro- 
teine  CFTR  (un  canal  chlore  ;  voir  l'encart  sur  ce 
sujet)  est  inclus  dans  des  liposomes  qui  sont  deli¬ 
vres  au  patient  grace  a  un  aerosol.  La  membrane 
des  liposomes  fusionne  avec  celle  des  cellules  epi- 
theliales  des  voies  respiratoires  superieures  ;  le 
gene  normal  peut  alors  corriger  temporairement  la 
deficience  genetique  de  la  cellule.  En  raison  de  leur 
moins  grande  capacite  a  provoquer  une  reponse 
immunitaire  a  la  suite  de  traitements  repetes,  les 
liposomes  represented  un  grand  avantage  sur  la 
technique  utilisant  les  adenovirus  comme  vecteurs 
d'ADN.  Leur  efficacite  reste  cependant  inferieure, 
car  la  quantite  d'ADN  transferee  aux  cellules  est 
bien  moindre  qu'avec  les  virus. 

Les  voies  d'approche  actuelles  du  ciblage  des  lipo¬ 
somes  se  dirigent  vers  leur  association  a  des  pro- 
teines  membranaires,  telles  que  :  anticorps, 
glycoproteines,  hormones  ou  facteurs  de  croissance, 
qui  seraient  reconnus  par  des  recepteurs  de  surface 
specifiques  des  cellules  visees  par  le  traitement. 
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Resume 


On  sait  depuis  longtemps  que  les  membranes  bio- 
logiques  contiennent  une  phase  lipidique  consti¬ 
tute  d'un  nombre  relativement  limite  de 
phospholipides,  de  glycolipides,  et  dans  le  cas  des 
cellules  animales,  de  cholesterol.  La  composante 
proteique  des  membranes  est,  quant  a  elle,  respon- 
sable  de  la  grande  diversity  structurale  et  de  la 
specificite  fonctionnelle  des  membranes  rencon- 
trees  aussi  bien  chez  les  Eucaryotes  que  chez  les 
Procaryotes.  Les  glucides,  que  l'on  trouve  toujours 
associes  en  quantites  variables  aux  membranes 
sont  en  fait  portes  par  les  lipides  ou  les  proteines 
(glycolipides  et  glycoproteines). 

L'architecture  moleculaire  des  membranes  a  ete 
analysee  au  moyen  de  systemes  modeles  simpli¬ 
fies  resultant  de  l'autoassemblage  in  vitro  des 
phospholipides  :  micelles,  monocouches, 
bicouches  et  liposomes.  Les  approches  de  la 
microscopie  electronique  classique  en  transmis¬ 
sion,  puis  par  cryofracture  et  cryodecapage,  ont 
conduit  a  l'elaboration  du  modele  d'organisation 
dit  «  en  mosaique  »,  dans  lequel  les  proteines  sont 
enchassees  dans  une  bicouche  lipidique.  Des  tech¬ 
niques  d'etude  biochimique  specifiques  des  pro¬ 
teines  membranaires,  utilisant  en  particulier  des 
detergents,  permettent  de  comprendre  comment 
celles-ci  peuvent  se  maintenir  de  fa  con  stable  au 
sein  d'un  contexte  hydrophobe. 

Toutes  les  membranes  biologiques  sont  caracteri- 
sees  par  une  asymetrie  de  structure  liee  aussi  bien 
a  la  composition  en  lipides  des  deux  monocouches 
qu'a  la  disposition  orientee  et  inamovible  des  pro¬ 
teines  qui  les  constituent.  Cette  asymetrie  est  liee  a 
l'origine  profonde  des  membranes  au  sein  de  la 
cellule  ainsi  qu'a  l'existence  de  mecanismes  actifs 
de  basculement  des  phospholipides  d'une  mono- 
couche  dans  l'autre. 

La  mobilite  laterale  est  une  autre  propriety  majeure 
des  membranes  biologiques  ;  elle  concerne  les 


lipides  et  les  proteines,  qui  peuvent  souvent  se 
deplacer  sans  contrainte  dans  le  plan  de  la 
bicouche.  Cette  fluidite  est  influencee  par  des  fac- 
teurs  physiques,  comme  la  temperature,  ou  biochi- 
miques,  en  particulier  la  composition  en  acides 
gras  des  lipides  de  la  bicouche  et  la  richesse  en 
cholesterol. 

Au  sein  des  cellules  eucaryotiques,  les  multiples 
membranes  remplissent  des  fonctions  tres  diver- 
ses  :  outre  un  role  fondamental  de  barriere  phy¬ 
sique  intervenant  dans  la  segregation  de  composes 
chimiques,  elles  doivent  assurer  le  passage  selectif, 
dans  un  sens  ou  dant  l'autre,  de  composes  mine- 
raux,  organiques  ou  meme  de  particules  de  grande 
taille.  Diverses  categories  de  transporteurs  pro- 
teiques  transmembranaires,  actifs  ou  passifs,  effec- 
tuent  ces  transferts.  Grace  a  d'autres  proteines 
fonctionnant  comme  des  recepteurs,  les  cellules 
pergoivent  a  travers  leurs  membranes  des  signaux 
exterieurs,  qu'elles  sont  capables  de  traduire  en 
une  reponse  physiologique  adaptee. 

Les  membranes  peuvent  aussi  servir  de  support  a 
de  nombreuses  activites  catalytiques  dont  l'effica- 
cite  est  grandement  amelioree  par  cette  disposi¬ 
tion.  Dans  un  meme  ordre  d'idees,  certaines 
structures  membranaires  des  cellules  photoauto- 
trophes  (thylakoides  bacteriens  ou  des  chloro- 
plastes)  sont  capables  de  capter  l'energie 
lumineuse  et  de  participer,  selon  un  mecanisme 
tres  original  (impliquant  un  gradient  ionique),  a  sa 
transformation  en  energie  chimique.  C'est  un 
mecanisme  voisin  qui  intervient,  au  niveau  des 
membranes  mitochondriales  internes,  dans  la  syn- 
these  de  l'ATP. 

Enfin,  chez  les  animaux,  la  reconnaissance  et 
l'accrochage  entre  les  cellules  au  sein  des  tissus  et 
des  organes  impliquent  des  molecules  ou  des  dis- 
positifs  associes  a  leur  membrane  plasmique. 
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Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  Vadresse  www.dunod.com. 

1.  Quelles  sont  les  molecules  constitutives  d'un  glycerophospholipide  ?  comment  celui-ci  est-il  orga¬ 
nise  ? 

2.  Quelles  molecules  elementaires  constituent  la  molecule  de  ceramide  ? 

3.  Citez  les  principales  categories  de  glycolipides  et  donner  leurs  proprietes  physicochimiques. 

4.  En  quoi  le  cholesterol  se  distingue-t-il  fondamentalement  des  autres  composes  lipidiques  rencontres 
dans  les  membranes  des  cellules  animales  ? 

5.  Pourquoi  dit-on  que  les  lipides  membranaires  sont  des  composes  amphiphiles  ?  quelle  est  la  conse¬ 
quence  majeure  de  cette  propriete  ? 

6.  Qu'appelle-t-on  « liposomes  »  ?  en  quoi  se  distinguent-ils  des  micelles  ?  et  quel  est  leur  interet  en 
recherche  fondamentale  ou  appliquee  ? 

7.  Dans  quelles  conditions  experimentales  observe-t-on  la  structure  trilaminaire  caracteristique  des 
membranes  biologiques  ?  que  represente-t-elle  au  plan  biochimique  ? 

8.  En  quoi  consiste  le  protocole  dit  «de  cryofracture  et  cryodecapage »  ?  quel  est  son  interet  majeur 
pour  l'etude  des  membranes  ? 

9.  Qu'appelle-t-on  «  proteine  intrinseque»  et  «  proteine  extrinseque»  dans  les  membranes  biolo¬ 
giques  ?  comment  les  distingue-t-on  techniquement  ? 

10.  Decrire  un  protocole  (utilisant  les  hematies  des  Mammiferes)  permettant  d'identifier  les  domaines 
hydrophiles  extracellulaires  et  cytosoliques  des  proteines  de  la  membrane  plasmique. 

11.  Qu'est-ce  qu'un  detergent  ?  Citer  deux  detergents  tres  connus.  En  quoi  ces  molecules  sont-elles 
utiles  pour  l'etude  des  membranes  ? 

12.  Que  nous  apprend  le  profil  d'hydrophobicite  determine  a  partir  de  l'etude  de  la  structure  primaire 
d'une  proteine  membranaire  ? 

13.  Qu'appelle-t-on  «  proteine  a  traversee  unique  »  et  «  proteine  a  traversees  multiples  »  ? 

14.  En  quoi  les  lipides  et  les  glucides  membranaires  participent-ils  a  l'asymetrie  structural  (transver- 
sale)  des  membranes  ? 

15.  Sur  quelle  face  membranaire  sont  localises  les  residus  glucidiques  des  glycoproteines  et  des  glycoli¬ 
pides  :  1)  au  niveau  de  la  membrane  plasmique,  et  2)  au  niveau  du  reseau  endomem-branaire  ? 

16.  Qu'appelle-t-on  «  diffusion  transversale  facilitee»,  dans  le  cas  des  membranes  dites  biogeniques,  et 
«  diffusion  active  »  dans  celui  des  membranes  non  biogeniques  ? 

17.  En  quoi  consiste  le  phenomene  de  diffusion  laterale  des  lipides  et  des  proteines  ?  quelles  principales 
experiences  permettent  de  le  decrire  ? 

18.  Quels  sont  les  facteurs  physicochimiques  majeurs  influengant  la  fluidite  des  membranes  ? 

19.  Quels  sont  les  effets  du  cholesterol  sur  la  fluidite  des  membranes,  et  pour  quelles  raisons  physico¬ 
chimiques  ? 

20.  Citer  les  principales  fonctions  associees  aux  divers  types  de  membranes  rencontres  dans  les  cellules 
eucaryotiques. 
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Chapitre  6 


ECHANGES  DE  MATIERE 
ENTRE  CELLULE 
ET  MILIEU  EXTERIEUR 

Le  role  de  la  membrane 

plasmique 


La  premiere  fonction  de  la  membrane  cytoplas- 
mique  (ou  plasmique)  est  de  permettre  la  compa- 
rtimentation  fondamentale,  au  niveau  de  la  cellule, 
en  ce  sens  qu'elle  joue  le  role  d'une  frontiere  phy¬ 
sique  entre  les  milieux  intra-  et  extracellulaire,  et 
qu'elle  maintient  des  proprietes  differentes  dans 
chacun  d'eux.  En  raison  de  son  caractere  hydro¬ 
phobe,  elle  s'oppose  en  effet  a  la  libre  diffusion 
des  ions  et  des  solutes  hydrophiles,  de  meme  qu'a 
celle  de  la  plupart  des  macromolecules  biolo- 
giques.  Ceci  semble  en  contradiction  avec  une 
seconde  fonction  que  doit  exercer  cette  membrane, 
a  savoir  assurer  de  nombreux  echanges. 

Le  fonctionnement  cellulaire  implique  en  effet 
une  importation  continue  de  matieres  premieres 
(ou  de  combustibles)  et  une  exportation  des  pro- 
duits  ou  dechets  du  metabolisme  (voir  chapitre  1). 
Par  ailleurs,  la  plupart  des  activites  biologiques  ne 
s'exercent  que  si  les  concentrations  intracellulaires 
de  nombreux  composes  sont  suffisamment  ele- 
vees.  C'est  le  cas  des  substrats  de  toutes  les 
enzymes  et  de  certains  ions,  tels  les  ions  K+,  qui 
sont  en  general  presents  dans  le  milieu  exterieur 
en  faible  concentration.  A  l'inverse,  la  concentra¬ 
tion  d'autres  ions  doit  etre  maintenue  a  un  niveau 
tres  bas,  malgre  une  concentration  extracellulaire 
elevee  ;  on  peut  citer  l'exemple  des  ions  Ca2+ 
libres,  qui  ont  un  role  capital  de  « messager  secon- 
daire». 


La  necessity  du  controle  strict  des  flux  d'eau, 
d'ions  ou  de  molecules,  au  niveau  de  la  membrane 
plasmique,  est  apparue  tres  rapidement  aux  biolo- 
gistes  cellulaires.  La  notion  de  permeabilite  selec¬ 
tive  avait  ete  clairement  degagee,  bien  avant  que 
soient  connus  la  structure  intime  des  membranes 
biologiques  et  les  mecanismes  precis  des  echanges. 


Pour  transporter  efficacement  tous  les  composants 
du  milieu  indispensables  a  la  vie,  les  cellules  pos- 
sedent  des  systemes  specifiques  constitues  de 
proteines  transmembranaires  specialisees.  Celles- 
ci  sont  chargees  du  transfert  d'un  ion,  d'une  mole¬ 
cule  ou  d'un  groupe  particulier  de  petites 
molecules  apparentees.  Par  ailleurs,  les  cellules  ont 
aussi  acquis  la  capacite  (au  moins  chez  les 
Eucaryotes)  a  ingerer  des  macromolecules  ou 
meme  des  particules  de  grande  taille,  mais  selon 
un  mecanisme  totalement  different :  l'endocytose. 


1.  ORGANISATION 
ET  PROPRIETES  GENERALES 
DE  LA  MEMBRANE 
CYTOPLASMIQUE 


1.1  Asymetrie  structurale  marquee 
de  la  membrane  cytoplasmique. 
Notion  de  glycocalyx 


En  microscopie  electronique,  la  membrane  cyto¬ 
plasmique  presente  en  general  la  structure  trilami- 
naire  classique.  Cependant,  dans  le  cas  d'un 
certain  nombre  de  cellules  animales  (enterocytes, 
cellules  a  mucus  ou  cellules  endotheliales,  par 
exemple)  ou  de  Protistes  (Amibes),  les  coupes 
montrent  que  la  face  externe  de  cette  membrane 
est  recouverte  d'un  revetement  fibreux  ayant  une 
epaisseur  de  50  a  200  nm  ;  les  fibres,  dont  le  dia- 
metre  est  de  1  a  2  nm,  sont  implantees  perpendicu- 
lairement  a  la  membrane  et  forment  un  tapis  serre 
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et  continu  (voir  figure  6.1).  Ce  revetement  est 
nomme  manteau  cellulaire  ou  cell-coat,  ou  bien 
glycocalyx  (enveloppe  de  sucres).  Les  techniques 
de  la  cytochimie  en  microscopie  photonique  ou 
electronique,  telles  que  la  methode  de  TAPS  (voir 
chapitre  7)  ou  les  lectines  marquees,  ainsi  que  cer- 


taines  colorations  specifiques  (rouge  de  ruthe¬ 
nium),  demontrent  que  le  glycocalyx  est  tres  riche 
en  polysaccharides. 

Dans  les  tissus  animaux  massifs,  le  glycocalyx 
constitue  le  «ciment»  remplissant  l'espace  de  10  a 
20  nm  qui  est  toujours  present  entre  deux  cellules. 
Chez  les  Amibes,  il  forme  une  enveloppe  protec- 
trice  epaisse  mais  souple,  qui  suit  les  mouvements 
de  la  cellule  :  l'enveloppe  muqueuse.  Le  glycoca¬ 
lyx  recouvrant  les  microvillosites  de  la  face  apicale 
des  enterocytes  (bordure  en  brosse)  constitue  une 
structure  lache  et  poreuse,  facilement  traversee  par 
l'eau,  les  ions  et  les  petites  molecules. 

Les  polysaccharides  du  manteau  sont  en  gene¬ 
ral  lies  de  fa  con  covalente  a  des  proteines  ou  a  des 
lipides  membranaires  (glycoproteines  et  glycolipi- 
des).  Dans  le  cas  des  glycocalyx  epais  (cas  des 
enterocytes,  par  exemple),  on  sait  que  des  pro¬ 
teines  fortement  glycosylees,  nominees  proteogly- 
canes  ou  mucoproteines,  ne  sont  pas  directement 
accrochees  a  la  membrane,  mais  associees  aux 
molecules  precedentes  par  des  liaisons  faibles.  On 
passe  ainsi  insensiblement  de  la  notion  stricte  de 
glycocalyx  a  celle  de  matrice  extracellulaire,  qui 
rassemble  les  productions  secretees  :  proteines  ou 
polysaccharides  (voir  le  chapitre  14). 


1.2.  Mise  en  evidence  experimental 
de  I'asymetrie  biochimique 
et  de  la  fluidite  de  la  membrane 
cytoplasmique 


Ces  questions  ayant  deja  ete  largement  evo- 
quees  dans  le  chapitre  precedent,  nous  nous 
contenterons  de  decrire  ici  quelques  exemples 
d'experiences  classiques  appliquees  a  l'analyse  des 
membranes  cytoplasmiques. 

1.2.1.  ASYMETRIE  MEMBRANAIRE 


Figure  6.1 

Coupes  de  microscopie  electronique 
montrant  quelques  exemples  de  revetements 
polysaccharidiques  ou  glycocalyx,  presents  a  la  surface 
de  divers  types  de  cellules 

(a)  Cellules  endotheliales,  avec  un  fin  feutrage  extracel¬ 
lulaire.  (b)  et  (c)  Microvillosites  de  la  face  absorbante  des 
enterocytes  (coupes  longitudinale  et  transversale),  pre- 
sentant  un  feutrage  dense  et  epais.  (d)  Surface  d'un  lym¬ 
phocyte  coloree  au  rouge  de  ruthenium. 

Grossissement  x  120  000.  (Cliches  Labo  BC4,  Orsay). 


L'analyse  chimique  globale  des  fantomes 
d'hematies  de  Mammiferes  montre  que  quatre 
phospholipides  majeurs  (60  %  du  total)  entrent 
dans  la  constitution  de  la  bicouche  :  la  phosphati¬ 
dyl-choline,  la  phosphatidyl-serine,  la  phosphati- 
dyl-ethanolamine  et  la  sphingomyeline.  Nous 
avons  vu  que  ces  quatre  especes  moleculaires  sont 
reparties  de  fagon  asymetrique  par  rapport  aux 
deux  faces  de  la  membrane.  Quelles  experiences 
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ont  permis  d'obtenir  un  tel  resultat  ?  On  connait 
des  reactifs  qui  ne  franchissent  pas  les  bicouches  et 
qui  se  fixent  specifiquement  sur  certains  groupe- 
ments  chimiques  des  lipides,  ou  bien  les 
detruisent  ;  ceci  permet  done  de  marquer  et/ou 
reperer  exclusivement  ceux  qui  sont  exposes  sur  la 
face  externe  de  la  membrane  plasmique. 

Si  l'on  incube,  par  exemple,  des  hematies  dans 
le  compose  nomme  FMMP  (formyl  methiolnyl  sul- 
fone  methyl-phosphate,  specifique  des  fonctions  - 
NH2),  on  observe,  apres  purification  des  lipides 
membranaires,  que  la  phosphatidyl-serine  et  la 
phosphatidyl-ethanolarnine,  qui  devraient  norma- 
lement  reagir  avec  lui,  ne  sont  pas  marquees.  En 
revanche,  si  la  membrane  plasmique  est  rendue 
permeable  au  reactif  grace  a  un  detergent,  on 
constate  que  ces  deux  lipides  sont  marques  ;  ceci 
demontre  clairement  qu'ils  sont  localises  dans  la 
couche  interne  de  la  bicouche.  Par  ailleurs,  si  on 
incube  des  hematies  en  presence  de  phospholipa¬ 
ses,  enzymes  qui  attaquent  uniquement  les  phos- 
pholipides  accessibles  de  l'exterieur  (les 
proteines  ne  franchissant  pas  spontanement  les 
membranes),  la  phosphatidyl-choline  et  la  sphin- 
gomyeline  sont  presque  totalement  degradees,  ce 
qui  indique  leur  presence  quasi  exclusive  dans  la 
couche  externe  de  la  membrane  (voir  chapitre  5). 
Cette  asymetrie  de  la  composition  des  membranes 
due  aux  lipides  a  ete  retrouvee  dans  les  membranes 
plasmiques  de  tres  nombreux  types  cellulaires. 

La  question  de  l'asymetrie  membranaire  due 
aux  proteines  a  ete  traitee  dans  le  chapitre  5.  On 
peut  ajouter  que  la  topologie  des  proteines  est 
aussi  etudiee  a  l'aide  d'anticorps  anti-peptides, 
utilises  sur  des  cellules  permeabilisees  ou  non  ; 
cette  methode  suppose  que  la  sequence  des  pro¬ 
teines  soit  connue.  Nous  rappelons  enfin  l'exis- 
tence  de  la  technique  permettant  d'obtenir  des 
vesicules  retournees  a  partir  des  membranes 
d'hematies  humaines.  La  mise  en  place  initiale  de 
cette  double  polarite  biochimique  de  la  membrane 
cytoplasmique  sera  traitee  dans  le  chapitre  9. 


La  possibility  de  realiser  in  vitro  des  heteroca- 
ryons,  a  partir  de  cellules  humaines  et  de  cellules 
de  souris  en  culture  (voir  chapitre  3),  a  constitue 
un  outil  ideal  pour  demontrer,  par  immunofluo¬ 
rescence,  la  diffusion  laterale  des  proteines  de  la 
surface  cellulaire  (voir  figure  6.2).  Apres  purifica¬ 
tion  des  proteines  des  membranes  plasmiques  des 
deux  types  cellulaires,  des  anticorps  specifiques 
sont  fabriques  contre  elles.  Les  anticorps  anti-pro- 
teines  humaines  sont  marques  par  la  rhodamine  et 
ceux  diriges  contre  les  proteines  de  souris  le  sont 
par  la  fluoresceine.  Ces  deux  fluorochromes  ont 
ete  choisis  car  ils  emettent  une  lumiere  differente 
(respectivement  rouge  et  verte)  lorsqu'on  les  excite 
avec  deux  longueurs  d'onde  appropriees.  Des  que 
les  heterocaryons  sont  obtenus  (t  =  0),  on  introduit 
dans  le  milieu  de  culture  un  melange  des  deux 
anticorps  marques  et  on  observe  leur  distribution 
sur  ces  cellules,  grace  a  la  fluorescence  qu'ils  emet¬ 
tent  (voir  chapitre  3).  Au  temps  0,  les  deux  anti¬ 
corps  sont  situes  chacun  sur  une  moitie  de 
l'heterocaryon,  correspondant  visiblement  aux 
deux  cellules  ayant  fusionne.  A  mesure  que  le 
temps  passe,  on  constate  que  la  fluorescence  rouge 
envahit  progressivement  la  moitie  «  souris  »  de 
l'heterocaryon,  et  reciproquement  pour  la  fluores¬ 
cence  verte.  Au  bout  de  40  minutes,  les  deux  cou- 
leurs  (et  done  les  anticorps)  sont  completement 
melangees,  indiquant  que  leurs  supports  phy¬ 
siques,  e'est-a-dire  les  proteines  de  surface,  se  sont 
aussi  melanges.  La  vitesse  du  processus  est  elevee, 
et  done  la  fluidite  importante,  puisque  les  pro¬ 
teines  se  sont  deplacees  de  plusieurs  dizaines  de 
pm  pendant  le  temps  de  l'experience. 


2.  PERMEABILITE  MEMBRANAIRE. 
TRANSPORTEURS 
MEMBRANAIRES 


1.2.2.  Fluidite  membranaire 


2.1  Generalites.  Mecanisme  de  la  diffusion 


La  diffusion  laterale  des  proteines  dans  la  mem¬ 
brane  plasmique  a  ete  demontree  in  vivo,  de  fa^on 
tres  elegante,  des  le  debut  des  annees  70,  sur  un 
systeme  biologique  original  qui  merite  une  des¬ 
cription  detaillee.  On  rappelle  que  e'est  ce  type 
d'experiences  qui  a  conduit  a  la  notion  desormais 
classique  de  «mosaique  fluide». 


Les  mouvements  d'ions  ou  de  molecules  a  ha¬ 
vers  les  membranes,  chez  les  etres  vivants,  sont 
regis  par  des  mecanismes  specifiques,  mais  ils 
obeissent  d'abord,  bien  evidemment,  aux  lois  fon- 
damentales  de  la  physique.  La  premiere  d'entre 
elles  est  celle  de  la  diffusion,  qu'il  faudra  prendre 
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cellule  humaine  cellule  de  souris 


I 


Figure  6.2 

Principe  d'une  experience  de  fusion  (heterocaryon 
«  Homme/souris »)  demontrant  la  fluidity 
de  la  membrane  cytoplasmique 

Les  proteines  propres  a  chaque  moitie  de  la  cellule-chi- 
mere,  initialement  bien  distinctes,  se  melangent  progres- 
sivement  tout  au  long  de  l'experience,  comme  en 
temoigne  revolution  des  fluorescences  grise  et  rouge. 

(1)  Fusion  des  cellules  grace  a  un  Virus  dit  «fusionnant» 
(Virus  Sendai).  (2)  Obtention  des  anticorps  specifiques 
des  proteines  de  chaque  type  de  membrane.  (3)  Marquage 
des  deux  categories  d'anticorps.  (4)  Incubation  de  l'hete- 
rocaryon  dans  le  melange  d'anticorps. 


en  consideration  dans  tous  les  mecanismes  de 
transport  qui  seront  decrits.  Ce  phenomene  phy¬ 
sique  concerne  les  gaz  et  les  substances  dissoutes 
dans  un  liquide  :  les  molecules  de  gaz  ou  de  solute 
presentent  une  certaine  agitation  spontanee,  liee  a 
l'agitation  thermique  generale,  qui  provoque  leur 
deplacement  desordonne  sur  place  (mouvement 
brownien).  Ceci  tient  au  fait  qu'elles  sont  conti- 
nuellement  soumises  a  des  collisions  avec  d'autres 
molecules  de  gaz,  de  solvant  ou  de  solute. 

Cette  agitation  desordonnee  est  a  l'origine  d'un 
flux  spontane  net  de  substance  sans  qu'aucune 
source  d'energie,  autre  que  la  chaleur,  soit  mise  en 
oeuvre.  Si  l'on  considere  le  cas  d'un  liquide  au  sein 
duquel  on  distingue  deux  « points »  contenant  un 
meme  solute,  mais  a  des  concentrations  diffe- 
rentes,  il  y  aura  diffusion  a  partir  de  ces  deux 
points.  Le  phenomene  sera  plus  intense  a  partir  du 
point  ou  la  concentration  est  au  depart  la  plus  ele- 
vee,  mais  les  deux  participeront  au  phenomene,  et 
tout  plan  virtuel  situe  entre  eux  sera  traverse  par 
des  molecules  allant  dans  les  deux  sens.  Ce  sys- 
teme  tend  ineluctablement  vers  une  homogeneisa- 
tion  complete,  ce  qui  illustre  le  phenomene 
d'augmentation  d'entropie,  qui  est  la  loi  generale 
dans  l'Univers. 

COMMENTAIRE 

La  loi  de  diffusion,  ou  loi  de  Fick 

La  loi  liant  l'intensite  d'un  flux  net,  du  a  la  dif¬ 
fusion,  a  divers  parametres  a  ete  etablie  empiri- 
quement  par  Fick  des  1855.  On  appelle  flux  net 
la  resultante  d'un  flux  dans  un  sens  diminue  du 
flux  dirige  dans  l'autre  sens,  puisque  toute 
molecule,  en  un  endroit  donne,  se  dirige  aleatoi- 
rement  dans  n'importe  quelle  direction.  Si  les 
deux  points  evoques  plus  haut  sont  a  une  dis¬ 
tance  x  l'un  de  l'autre,  et  si  les  deux  concentra¬ 
tions  en  solute  en  ces  points  sont  C1  et  C2  (avec 
C2  >  Cj,  par  exemple),  le  rapport  C2-C1/x  (soit 
A C/x)  mesure  l'intensite  du  gradient  de  concen¬ 
tration.  Pour  un  AC  donne,  le  gradient  est 
d'autant  plus  fort  que  x  est  petit.  Les  concentra¬ 
tions  C  sont  mesurees  en  mol.  m-3  et  x  en  m. 
Soit  un  plan  situe  a  mi-chemin  entre  les  points, 
le  flux  net  traversant  une  surface  S  de  ce  plan 
est  donne  par  la  formule  : 

Flux  =  D  x  S  x  A  C/x 

ou  D  est  un  coefficient  de  diffusion  qui 
depend  du  solvant  et  du  solute  ;  on  montre 
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aisement  que  ses  dimensions  sont  des  m2.  s“ 1  Le 
flux  est  mesure  en  mol.  s“ 

Ces  mouvements  dus  a  la  diffusion  sont  fonc- 
tion  de  la  temperature  ou  de  la  pression  ;  ils 
permettent  le  deplacement  des  petites  mole¬ 
cules  a  des  vitesses  elevees  a  l'echelle  des  cel¬ 
lules.  On  calcule  que  des  molecules  de  la  taille 
de  l'ATP  ou  du  saccharose,  par  exemple,  ont 
besoin  de  0,2  seconde  seulement  pour  parcourir 
dans  l'eau  une  distance  d'environ  10  pm  (le 
rayon  d'une  cellule  animale).  Si  les  petites  mole¬ 
cules  ou  les  ions  diffusent  dans  le  cytoplasme 
cellulaire  presque  aussi  vite  que  dans  l'eau 
pure,  il  n'en  va  pas  de  meme  pour  les  macro¬ 
molecules  :  les  forces  de  friction  que  les  autres 
macromolecules  ou  les  structures  intracellu- 
laires  (tres  denses)  exercent  sur  elles  ralentis- 
sent  considerablement  leur  mouvement  de 
diffusion. 

Le  systeme  envisage  jusqu'ici  est  le  plus  simple, 
car  il  n'existe  pas  de  barriere  physique  au  mouve¬ 
ment  des  ions  ou  des  molecules.  Lorsqu'on  s'inte- 
resse  au  franchissement  d'une  membrane, 
biologique  ou  pas,  l'analyse  est  plus  compliquee  : 
l'epaisseur  de  la  membrane  est  generalement  mal 
connue,  et  on  ignore  comment  se  passent  les  eve- 
nements  dans  son  epaisseur.  La  diffusion  en  son 
sein  etant  beaucoup  plus  lente  que  dans  les  deux 
compartiments  delimites,  on  peut  admettre  qu'une 
homogeneisation  rapide  s'etablit  dans  chacun 
d'eux  (qui  est  done  caracterise  a  tout  instant  par 
une  concentration  donnee).  Dans  ces  conditions,  la 
valeur  x  definie  plus  haut  represente  l'epaisseur 
de  la  membrane,  au  sein  de  laquelle  le  gradient  de 
concentration  du  a  AC  s'etablit.  On  associe  habi- 
tuellement  le  coefficient  D  au  facteur  1/x  pour 
definir  un  nouveau  coefficient,  caracteristique  du 
melange  «solvant  +  solute »  et  de  la  membrane 
elle-meme,  qui  a  comme  dimensions  des  m.  s“ 1 ;  on 
parle  alors  de  coefficient  de  permeabilite,  ou 
coefficient  P  (equivalent  a  une  vitesse).  Quelques 
exemples  de  valeurs  caracteristiques  de  P  pour  les 
bicouches  lipidiques  artificielles  sont  donnes  plus 
loin  ;  ces  valeurs  vont  de  10“ 1  a  10“ 13  cm.s-1,  en 
fonction  des  composes  etudies.  La  valeur  du  flux 
net  entre  deux  compartiments  est  calculee  en  rnul- 
tipliant  la  difference  de  concentration  qui  existe 
entre  eux  (en  mol.m-3)  par  le  coefficient  P  (m.s-1) ; 
on  obtient  bien  une  valeur  exprimee  en  moles  par 


2.2  Donnees  anciennes  relatives 
a  la  permeabilite  a  l'eau 
et  aux  substances  non  electrolytes 


Peu  de  temps  apres  les  premiers  travaux  sur  les 
echanges  d'eau  a  travers  des  membranes  hemiper- 
meables  artificielles,  effectives  par  Traube  en  1867, 
il  fut  montre  par  Pfeffer  et  Dutrochet  que  les  lois 
de  l'osmose  s'appliquaient  correctement  aux  cel¬ 
lules  vivantes.  Les  premiers  resultats  concernant 
les  substances  dissoutes  non  electrolytes  (non  ioni- 
sees)  datent  d'un  siecle  environ  (Overton,  1902). 
Cet  auteur  utilisait  comme  materiel  une  Algue 
d'eau  douce  possedant  des  cellules  geantes  :  Chara, 
dont  le  contenu  vacuolaire  pouvait  etre  analyse 
precisement  avec  les  techniques  disponibles  a  cette 
epoque  ;  grace  a  ce  materiel  de  choix,  il  a  etabli 
une  correlation  entre  une  vitesse  de  penetration  a 
travers  la  membrane  cytoplasmique  et  une  caracte¬ 
ristique  chimique  des  molecules  dissoutes. 

Le  tableau  6.1  montre  qu'il  existe,  pour  une 
gamme  de  composes  dont  les  masses  moleculaires 
vont  seulement  de  59  a  342  Da,  des  variations 
considerables  de  permeabilite.  La  masse  molecu- 
laire  n'est  visiblement  pas  le  facteur  important ;  il 
existe  par  contre  une  correlation  nette  entre  le 
degre  de  liposolubilite  des  composes  (traduit  ici 
par  le  coefficient  de  partition  huile/eau)  et  leur 
vitesse  de  penetration  dans  les  cellules.  Overton 
avait  ainsi  observe  que,  de  facon  paradoxale,  des 
substances  comme  les  ethers  ou  les  cetones,  qui 
sont  des  solvants  des  lipides,  franchissent  plus 
rapidement  la  membrane  cytoplasmique  que  le 
glycerol  ou  le  saccharose.  Or,  ces  derniers,  tres 
solubles  dans  l'eau,  jouent  un  role  physiologique 
au  sein  des  cellules,  contrairement  aux  premiers. 
Cet  auteur  avait  done  emis  une  theorie  selon 
laquelle  la  membrane  plasmique  etait  essentielle- 
ment  de  nature  «lipoidique»,  et  prevu  que  le 
mecanisme  de  base  de  toute  penetration  etait  la 
diffusion. 

De  meme,  comme  le  montre  le  diagramme  de 
la  figure  6.3  (Collander,  1933),  qui  confirme  et 
complete  les  donnees  precedentes  en  y  introduisant 
un  facteur  « taille  des  molecules »,  un  certain 
nombre  de  composes  tels  que  le  methanol  ou 
l'ethylene-glycol,  mais  aussi  l'eau,  traversent  les 
membranes  de  fagon  «anormalement»  rapide, 
compte  tenu  de  leur  faible  liposolubilite.  Cette 
remarque  a  done  conduit  certains  auteurs  a  sugge- 
rer  que  la  membrane  plasmique  devait  etre  consi- 
deree  comme  une  mosaique  de  regions  lipidiques 
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Substance 

Coefficient  de  permeabilite 

Coefficient  de  partition 

analysee  (MM) 

(x  105  cm. sec1) 

huile/eau  (10~2) 

Trimethyl  citrate 

(234) 

6,7 

4,7 

Propionamide 

(73) 

3,6 

0,36 

Glycol 

(62) 

1,2 

0,049 

Methyluree 

(74) 

0,19 

0,044 

Glycerol 

(92) 

0,021 

0,007 

Malonamide 

(102) 

0,0039 

0,008 

Saccharose 

(342) 

0,0008 

0,003 

Tableau  6.1 

Coefficients  de  permeabilite  de  quelques  composes  organiques  vis-a-vis  de  la  membrane  plasmique  d'une  Algue  a  cel¬ 
lules  geantes  ( Chara ),  en  rapport  avec  leur  coefficient  de  partition  entre  I'huile  et  I'eau 

Pour  chaque  substance  sont  indiques  :  la  masse  moleculaire  (MM) ;  le  coefficient  de  permeabilite ;  le  coefficient  de  par¬ 
tition  huile/ eau  (une  valeur  exprimant  le  degre  de  liposolubilite  du  compose  etudie).  (D'apres  Overton,  1902) 


Figure  6.3 

Diagramme  illustrant 
la  difference  de  permeabilite 
de  la  membrane 
cytoplasmique  d'une  Algue 
unicellulaire  geante,  vis-a-vis 
de  plusieurs  composes 
organiques,  en  fonction 
de  leur  liposolubilite 
et  de  leur  masse  moleculaire 
Abscisses  :  coefficient  de  par¬ 
tition  huile /eau.  Ordonnees  : 
permeabilite,  affectee  d'un 
coefficient  ,/M,  pour  tenir 
compte  de  la  taille  (M)  de  la 
molecule.  Le  diametre  du 
point  est  proportionnel  a  cette 
derniere.  (D'apres  les  don- 
nees  de  Collander,  1933) 


et  de  regions  hydrophiles,  permettant  une  commu¬ 
nication  entre  les  phases  aqueuses  situees  de  part 
et  d'autre.  En  l'absence  de  toute  connaissance  de 
^architecture  des  membranes,  ces  premiers  auteurs 
avaient  ainsi  pressenti  l'existence  des  deux  consti- 
tuants  majeurs  des  membranes  biologiques,  a 
savoir  la  bicouche  lipidique  et  les  proteines  asso- 
ciees. 

2.3  Transports  a  travers  les  bicouches 
artificielles 


La  connaissance  de  la  nature  phospho(glyco)- 
lipidique  du  composant  dit  «lipoidique»  des  mem¬ 


branes  et  celle  de  l'organisation  de  ces  molecules 
en  une  bicouche  stable  a  conduit  a  l'elaboration 
relativement  recente  de  modeles  experimentaux 
permettant  d'etudier  la  permeabilite  de  mem¬ 
branes  artificielles.  On  utilise  a  cet  effet  des  liposo¬ 
mes  (voir  chapitre  5),  ou  des  films  noirs  (ou 
membranes  noires)  qui  se  forment  au  niveau  d'ori- 
fices  pratiques  dans  une  cloison  separant  deux 
compartiments  aqueux  contenant  des  phospholi- 
pides  en  suspension,  tels  que  la  phosphatidyl-cho¬ 
line.  Ce  dispositif  permet  de  distinguer  aisement 
ce  qui  releve  de  la  permeation  par  diffusion  a 
travers  la  seule  phase  lipidique  d'une  membrane 
de  ce  qui  est  du  a  un  quelconque  composant 
hydrophile  transmembranaire  (voir  figure  6.4). 
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Figure  6.4 

Realisation  d'une  «  membrane  noire  »  phospholipidique 
au  niveau  d'un  petit  orifice 
separant  deux  compartiments  aqueux 
Ce  dispositif  permet  d'analyser  la  permeabilite  de 
bicouches  artificielles  de  composition  connue,  en  intro- 
duisant  un  compose  dans  un  compartiment,  puis  en 
detectant  sa  presence  dans  le  second. 

Les  valeurs  des  coefficients  de  permeabilite 
pour  la  diffusion  de  diverses  molecules  et  ions 
sont  donnees  dans  la  figure  6.5  ;  les  principaux 
resultats  sont  les  suivants  : 


-  pratiquement  toutes  les  molecules  organiques 
sont  susceptibles  de  diffuser  a  travers  les 
bicouches  lipidiques,  mais  avec  des  vitesses  tres 
variables.  Seules  les  molecules  electriquement 
chargees  sont  presque  absolument  exclues  du 
processus  :  leur  coefficient  P  est  inferieur  a 
10~10  cm.s"1; 

-  les  bicouches  lipidiques  sont  totalement  imper- 
meables  aux  ions  mineraux,  malgre  leur  taille 
minuscule  (coefficient  P  inferieur  a  10“ 12  cm.s-1) ; 

-  deux  parametres  importants  sont  mis  en  evidence 
pour  les  composes  qui  diffusent  significative- 
ment :  l'hydrophobicite  et  la  taille  des  molecules. 

Quelques  regies  de  base  relatives  a  la  diffusion 
a  travers  les  bicouches  lipidiques  peuvent  done 
etre  enoncees  : 

-  plus  une  molecule  est  petite  et  hydrophobe,  plus 
elle  diffuse  rapidement ; 

-  pour  les  molecules  polaires  non  chargees,  seules 
celles  de  petite  taille  diffusent  avec  une  vitesse 
significative.  Les  plus  grosses  d'entre  elles, 
meme  biologiquement  importantes,  sont  prati¬ 
quement  exclues ; 

-  l'eau,  de  fagon  assez  etonnante,  traverse  aise- 
ment  les  bicouches  (voir  plus  loin)  ;  son  coeffi¬ 
cient  P  est  voisin  de  10“ 3  cm.s-1. 
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Ces  resultats  confirment  globalement  ceux  de 
Overton  et  Collander,  et  soulignent  le  fait  que  la 
permeation  rapide  de  composes  hydrophiles  de 
grande  taille  (les  sucres,  par  exemple)  doit  impli- 
quer  des  mecanismes  autres  que  la  simple  diffusion. 


2.4  Transport  de  I'eau  a  travers  la  membrane 
cytoplasmique 


La  possibility  d'echanges  d'eau  a  travers  la 
membrane  cytoplasmique,  ou  phenomene 
d'osmose,  est  facilement  demontree  grace  aux 
experiences  classiques  suivantes. 

•  Mises  dans  une  solution  saline  (NaCl,  pH  7,4), 
des  hematies  de  Mammifere  ne  conservent  leur 
taille  et  leur  forme  que  si  elles  sont  en  presence 
d'une  concentration  bien  precise,  dite  isotonique 
(0,9  %).  Pour  une  concentration  inferieure  (solu¬ 
tion  hypotonique),  les  hematies  gonflent  et  absor¬ 
bent  de  I'eau  ;  c'est  la  turgescence,  qui  se  termine 
par  l'hemolyse  et  la  fuite  de  l'hemoglobine  (voir 
chapitre  5).  Pour  une  concentration  superieure,  le 
mouvement  de  I'eau  est  inverse  et  les  hematies  se 
recroquevillent,  car  leur  volume  hyaloplasmique 
diminue  (elles  prennent  un  aspect  crenele 
typique)  ;  la  solution  environnante  est  qualifiee 
d'hypertonique,  et  on  dit  que  la  cellule  est  plas¬ 
molysee.  Le  mouvement  de  I'eau  a  travers  la 
membrane  se  fait  du  milieu  le  plus  dilue  en  sub¬ 
stances  dissoutes  vers  le  milieu  le  plus  concentre. 
La  loi  de  l'osmose  n'est  qu'une  simple  application 
de  la  loi  generale  de  la  diffusion  appliquee  a  I'eau  : 
son  mouvement  se  fait  du  lieu  ou  elle  est  elle- 
meme  la  plus  concentree  vers  celui  ou  elle  est  la 
plus  diluee. 

•  Un  phenomene  semblable  est  aisement  mis  en 
evidence  dans  des  cellules  vegetales  dont  la 
vacuole  est  naturellement  coloree  par  des  anthocy- 
anes,  ou  de  fagon  artificielle  (grace  au  rouge 
neutre),  ou  qui  possedent  des  organites  bien 
visibles,  comme  les  chloroplastes.  En  fonction  de 
la  concentration  du  milieu  dans  lequel  les  cellules 
sont  placees,  leurs  vacuoles  se  remplissent  ou  se 
vident  de  leur  eau,  ce  qui  se  traduit  par  des  chan- 
gements  d'aspect  classiques.  Lorsque  la  cellule  est 
turgescente,  son  cytoplasme  est  plaque  contre  la 
paroi ;  lorsqu'elle  est  plasmolysee,  son  cytoplasme 
est  decolle  de  celle-ci,  sa  vacuole  plus  vivement 
coloree  (son  contenu  etant  plus  concentre)  et  ses 
organites  rassembles  de  fagon  compacte  (voir 
figure  6.6). 


membrane 


Figure  6.6 

Phenomenes  de  turgescence  et  de  plasmolyse 
chez  les  cellules  vegetales 

Schemas  de  cellules  epidermiques  avec  vacuoles  colo¬ 
nies  (ecaille  d'oignon),  turgescente  en  haut,  plasmolysee 
en  bas. 

Cliches  de  cellules  stomatiques,  avec  de  nombreux  chlo¬ 
roplastes,  dans  un  epiderme  en  cours  de  plasmolyse. 
Noter  le  decollement  du  cytoplasme  dans  les  cellules 
plasmolysees.  (Labo  BG,  Orsay). 


Si  les  substances  hydrophobes  franchissent  aise¬ 
ment  les  membranes  biologiques,  en  se  dissolvant 
dans  la  bicouche,  la  structure  de  ces  dernieres 
parait  en  revanche  peu  propice  aux  echanges 
d'eau  ;  en  raison  de  ses  proprietes  physicochi- 
miques,  elle  semble  a  priori  devoir  etre  exclue  de  la 
bicouche  hydrophobe.  Aussi  longtemps  que  l'on  a 
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imagine  cette  structure  continue,  la  question  des 
echanges  d'eau  a  ete  difficile  a  resoudre  :  des 
pores  aqueux  etaient  supposes  perforer  la 
bicouche,  leur  taille  etant  consideree  comme  trop 
petite  pour  pouvoir  etre  vus,  meme  en  microsco- 
pie  electronique.  Cependant,  on  a  appris  depuis 
deux  choses  importantes  a  cet  egard  : 

-  les  bicouches  phospholipidiques  artificielles, 
completement  depourvues  de  proteines,  sont 
legerement  permeables  a  l'eau  (voir  plus  haut). 
L'agitation  moleculaire  deforme  sans  cesse  les 
chaines  aliphatiques  des  acides  gras  qui  rompent 
momentanement  leurs  interactions  hydro¬ 
phobes,  et  ainsi  les  molecules  d'eau,  en  raison  de 
leur  petite  taille  et  de  leur  absence  nette  de 
charge,  peuvent  se  frayer  un  chemin  entre  elles  ; 

-  les  bicouches  lipidiques  naturelles  sont  traver- 
sees  par  des  proteines  intrinseques  transmem- 
branaires  servant  de  lieu  privilegie  de  diffusion 
des  molecules  d'eau  (diffusion  facilitee). 


Le  role  des  proteines  dans  les  echanges  d'eau  a 
ete  mis  en  evidence  sur  un  modele  biologique 
simple  :  celui  de  la  vessie  de  grenouille  soumise  a 
l'hormone  antidiuretique.  Cet  organe  est  constitue 
par  un  epithelium  simple  double  par  une  lame 
basale  a  fonction  de  filtration.  Avec  cette  fine 
membrane,  representant  en  fait  deux  membranes 
plasmiques,  on  peut  construire  un  dispositif  expe¬ 
rimental  permettant  d'etudier  les  echanges  d'eau 
se  realisant  a  travers  elle.  En  presence  d'hormone 
antidiuretique,  le  flux  d'eau  qui  traverse  l'epithe- 
lium  est  considerablement  augmente  ;  le  sens  de  ce 
flux  est  tel  que,  in  vivo,  le  mouvement  d'eau 
conduit  a  recuperer  le  liquide  de  la  vessie,  ce  qui 
diminue  la  diurese.  Si  une  analyse  cytologique  des 
membranes  est  menee  en  parallele  de  ces  expe¬ 
riences,  au  moyen  de  la  technique  de  cryodeca- 
page  (voir  chapitre  5),  on  note  une  correlation 
etroite  entre  l'intensite  du  flux  aqueux  et  la  dispo¬ 
sition  des  proteines  intrinseques,  visualisees  par 
des  granules  a  la  surface  de  la  bicouche.  Les 
images  obtenues  sont  tres  voisines  de  celles  pre¬ 
sentees  dans  la  figure  5.19  :  lorsque  le  flux  est 
faible,  ces  proteines  apparaissent  eparses  et  regu- 
lierement  reparties  ;  lorsqu'il  est  eleve,  sous 
l'action  de  l'hormone,  les  proteines  sont  regrou- 
pees  en  paquets  serres.  II  est  clair  que  le  rappro¬ 
chement  de  proteines  transmembranaires  peut 
favoriser  considerablement,  sinon  provoquer,  le 
passage  des  molecules  d'eau. 


Depuis  une  quinzaine  d'annees,  on  sait  que  des 
proteines  transmembranaires  forment  des  canaux 


assurant  un  transport  passif,  mais  tres  specifique 
de  l'eau  (excluant  celui  des  ions  ou  des  metabo¬ 
lites),  a  travers  la  membrane  plasmique.  Ces  pro¬ 
teines,  collectivement  nominees  aquaporines,  se 
rencontrent  aussi  bien  chez  les  Animaux  que  chez 
les  Vegetaux.  Chez  les  premiers,  on  les  trouve  en 
abondance  dans  la  membrane  plasmique  de 
plusieurs  types  cellulaires  connus  depuis  long- 
temps  pour  etre  particulierement  permeables  a 
l'eau,  tels  que  les  hematies  ou  les  cellules  des 
tubules  proximaux  du  rein  (dans  les  nephrons)  ; 
chez  les  seconds,  on  les  trouve  aussi  dans  la  mem¬ 
brane  de  la  vacuole  (tonoplaste).  L'etude  de  la 
structure  des  genes  et  l'etablissement  des  profils 
d'hydrophobicite  correspondant  a  ces  petites  pro¬ 
teines  originales  (28  kDa)  suggerent  qu'elles  corn- 
portent  6  helices  a  transmembranaires. 

2.5  Transport  des  ions 

et  des  petites  molecules 


2.5.1.  Considerations  generales 

Les  bicouches  phospholipidiques  etant  diverse- 
ment  permeables  aux  petites  molecules  et  parfaite- 
ment  impermeables  aux  ions  mineraux  ou 
organiques,  des  mecanismes  specifiques  de  per¬ 
meation  doivent  etre  mis  en  oeuvre  pour  assurer 
efficacement  leur  transport  ;  ce  sont  en  fait  des 
proteines  porteuses  ou  des  canaux  proteiques  qui 
en  sont  charges.  Tous  les  systemes  de  transport 
connus  (canaux,  permeases,  pompes,  etc.)  sont 
constitues  de  proteines  intrinseques,  transmem¬ 
branaires  et  a  traversees  multiples,  formant  une 
voie  continue  a  travers  la  bicouche.  L'orientation 
de  toutes  ces  proteines,  au  sein  de  cette  derniere, 
est  done  fondamentale  afin  qu'elles  assurent 
convenablement  leur  fonction  de  transfert  oriente 
de  solutes  ;  la  question  de  leur  mise  en  place  dans 
la  membrane  est  traitee  lors  de  l'etude  du  reticu¬ 
lum  endoplasmique  rugueux  (voir  chapitre  9). 

Avant  de  les  presenter  en  detail,  il  est  bon  de 
definir  quelques  termes  relatifs  aux  modalites 
d'echange  a  travers  les  membranes  : 

-  lorsqu'un  seul  compose  est  transports,  on  parle 

d'uniport ; 

-  lorsque  deux  solutes  (ou  plus)  sont  transportes 
simultanement  (phenomene  de  couplage),  on 
parle  de  cotransport ; 

-  lorsque  le  transport  de  deux  solutes  se  fait  dans 
le  meme  sens,  on  parle  de  symport  ;  s'il  se  fait 
dans  des  directions  opposees  (echange),  on  parle 

d'antiport. 
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Par  ailleurs,  il  faut  envisager  deux  situation  dif- 
ferentes,  selon  la  nature  des  molecules  ou  des  ions 
transposes.  Dans  le  cas  des  molecules  non  char¬ 
gees,  la  loi  physique  premiere  determinant  le  sens 
du  transport  est  celle  de  la  diffusion.  Ce  mouve- 
ment  spontane  ne  necessite  pas  d'apport  d'energie 
exterieure  et  se  fait  du  compartiment  le  plus 
concentre  vers  le  compartiment  le  plus  dilue  ;  on 
dit  que  le  mouvement  s'effectue  dans  le  sens  du 
gradient  de  concentration.  Les  cellules  peuvent 
cependant  s'opposer  a  la  diffusion  en  consommant 
de  l'energie,  generalement  sous  la  forme  d'une 
reaction  d'hydrolyse  de  l'ATP,  hautement  exergo- 
nique.  Elies  sont  ainsi  susceptibles  de  transporter 
des  ions  ou  des  molecules  a  contre  courant  du 
mouvement  lie  au  simple  gradient  de  concentra¬ 
tion,  grace  a  un  mecanisme  que  l'on  nomme  pom- 
page.  Sur  la  base  de  cette  distinction  fondamentale 
on  decrira  des  mecanismes  de  transport  passif,  ou 
spontanes,  et  des  mecanismes  de  transport  actif, 
necessairement  couples  a  une  source  d'energie. 

Quand  il  s'agit  de  substances  dissoutes  electri- 
quement  chargees  (ions),  il  faut  prendre  en 
compte,  en  plus  de  leur  concentration,  la  diffe¬ 
rence  de  potentiel  electrique  existant  entre  les 
deux  points.  De  fa  con  generate,  il  existe  une  diffe¬ 
rence  de  potentiel  de  part  et  d'autre  de  toutes  les 
membranes  plasmiques  :  l'interieur  des  cellules  est 
negatif  par  rapport  a  l'exterieur.  On  comprend 
done  que  les  ions  charges  (+)  soient  attires  par 
l'interieur  des  cellules  et  que  les  ions  charges  (-) 
soient  repousses  vers  l'exterieur  ;  dans  les  deux 
cas,  ces  ions  tendent  de  toute  fa  con  a  franchir  la 
membrane  plasmique.  Le  mouvement  de  tout  ion 
a  travers  un  pore  ou  un  canal  est  couple  a  ce  qu'on 
appelle  le  gradient  electrochimique  de  cet  ion  ;  ce 
dernier  se  deplace  a  la  fois  en  fonction  de  la  diffe¬ 
rence  de  concentration  existant  de  part  et  d'autre 
de  la  membrane  et  du  champ  electrique  qui  la 
caracterise.  Si  les  deux  forces  s'exercent  dans  des 
directions  opposees,  le  flux  ionique  net  atteindra 
une  valeur  nulle  lorsque  le  potentiel  de  membrane 
aura  atteint  lui-meme  une  valeur  telle  que  la  force 
electromotrice  de  l'ion  sera  exactement  equilibree 
par  celle  due  a  son  gradient  de  concentration. 

2.5.2.  Transports  passifs  par  diffusion  simple 

Lorsqu'on  analyse  la  diffusion  simple  de  sub¬ 
stances  dissoutes  non  chargees,  le  seul  parametre  a 
considerer,  pour  calculer  le  flux,  est  la  concentra¬ 
tion  du  solute  :  dans  la  loi  de  Fick  seule  la  diffe¬ 
rence  des  concentrations  entre  deux  points  donnes 


intervient  (outre  le  coefficient  de  diffusion).  On 
distingue  classiquement  deux  types  de  transport 
s'effectuant  par  diffusion  simple  a  travers  la 
membrane  plasmique  (voir  figure  6.7) : 

-la  diffusion  dite  lipophile,  qui  concerne  un 
nombre  limite  de  molecules  capables  de  se  dis- 
soudre  dans  la  bicouche  lipidique  des  membranes 
plasmiques,  et  done  de  les  franchir  aisement :  les 
gaz  (N2,  O,,  C02),  les  hormones  steroides  (appa- 
rentees  au  cholesterol)  et  les  hormones  thyroi- 
diennes,  elles  aussi  relativement  hydrophobes  ; 

-  la  diffusion  directe  de  l'eau  a  travers  la  bicouche 
(outre  celle,  facilitee,  impliquant  les  aquaporines). 


•  • 
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Figure  6.7 

Representation  schematique  des  deux  types 
de  transports  passifs  impliquant  la  diffusion 


(1)  Diffusion  directe  a  travers  la  bicouche  lipidique  (dite 
diffusion  lipophile)  (2)  Diffusion  facilitee  impliquant  un 
canal  specifique,  pour  le  transport  de  l'eau  (2a  :  aquapo¬ 
rines)  ou  des  ions  (2b). 


2.5.3.  Transports  passifs  par  diffusion  facilitee  : 

LES  PERMEASES  ET  LES  CANAUX  IONIQUES 

De  tres  nombreux  composes  organiques  hydro¬ 
solubles  franchissent  la  membrane  cytoplasmique 
beaucoup  plus  rapidement  que  ne  le  laisse  prevoir 
leur  coefficient  de  permeabilite  mesure  grace  aux 
bicouches  artificielles  (102  a  104  molecules  par 
seconde).  De  plus,  le  processus  de  permeation  mis 
en  oeuvre  presente  plusieurs  caracteristiques  ne 
pouvant  pas  etre  expliquees  dans  le  seul  cadre  de 
la  diffusion  simple.  On  observe  tout  d'abord  un 
phenomene  de  saturabilite  du  transport,  e'est-a- 
dire  que  sa  vitesse  n'est  pas  toujours  proportion- 
nelle  a  la  concentration  du  solute  transports,  alors 
que  e'est  le  cas  pour  la  diffusion  simple.  Au-dela 
d'un  certain  seuil  de  concentration,  celle-ci  reste  en 
effet  constante,  et  la  courbe  traduisant  la  variation 
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de  la  vitesse  en  fonction  de  la  concentration  pre¬ 
sente  un  plateau  (voir  figure  6.8).  On  peut  enfin 
demontrer  qu'il  existe,  dans  ce  cas,  des  composes 
organiques  capables  d'inhiber  le  transport  des 
molecules  normalement  echangees. 


CD 


Km  concentration  - 

de  la  molecule  transportee 


Figure  6.8 

Comparaison  entre  les  vitesses  de  transport  observees 
dans  la  diffusion  facilitee  par  une  permease, 
et  dans  la  diffusion  simple 

Les  vitesses  initiales  sont  portees  en  fonction  des  diffe¬ 
rences  de  concentration  de  la  molecule  transportee,  de 
part  et  d'autre  de  la  membrane  separant  les  deux  com- 
partiments.  Lorsque  le  transport  est  facilite  (1),  on  peut 
mesurer  une  vitesse  maximale  (Vmax)  et  une  constante 
d'affinite  (KM),  equivalentes  a  celles  definies  en  enzymo- 
logie. 


Ces  trois  observations  :  vitesse  de  diffusion  ele- 
vee,  saturabilite  et  inhibition,  traduisent  l'existence 
d'une  famille  de  transporteurs  proteiques  qui  agis- 
sent  en  accelerant  la  diffusion  de  divers  composes 
a  travers  la  bicouche  phospholipidique  :  on  parle 
alors  de  diffusion  facilitee  et  de  permeases.  Les 
proteines  porteuses  de  ce  type  fonctionnent  passi- 
vement  et  il  n'y  a  pas  de  consommation  d'energie  ; 
seul  un  gradient  de  concentration  de  part  et  d'autre 
de  la  membrane  doit  exister.  Une  permease  fonc- 
tionne  de  telle  sorte  qu'elle  ne  presente  jamais 
simultanement  le  site  de  fixation  du  solute  des 
deux  cotes  de  la  bicouche.  A  la  difference  des 
canaux  proteiques  aqueux  qui  permettent  un  pas¬ 
sage  de  solute  (ion  ou  molecule  de  petite  taille)  au 
sein  d'une  veine  liquide,  il  existe  dans  le  cas  des 
permeases  un  mecanisme  de  liaison  entre  le  com¬ 
pose  transports  et  la  molecule  porteuse.  Ceci  a 
pour  consequence  un  changement  de  conforma¬ 
tion  de  cette  derniere  (ou  phenomene  d'allosterie. 


classique  en  enzymologie),  et  le  passage  du  solute 
de  l'autre  cote  de  la  membrane. 

La  fixation  et  le  transfert  du  solute  par  la  per¬ 
mease  sont  des  processus  semblables  a  ceux  mis 
en  oeuvre  dans  une  reaction  classique  de  type 
enzyme /substrat.  La  proteine  possede  en  effet  un 
ou  plusieurs  sites  de  reconnaissance  et  de  fixation 
specifiques  du  solute  ;  lorsque,  pour  une  surface 
de  membrane  donnee,  tous  ces  sites  sont  occupes, 
on  atteint  la  saturation  et  la  vitesse  est  maximale 
(VmJ.  Dans  ces  conditions,  on  peut  definir  une 
constante  d'affinite  ( KM )  et  trouver  des  inhibiteurs 
competitifs,  c'est-a-dire  des  molecules  de  forme 
voisine  de  la  molecule  a  transporter  et  prenant  sa 
place  au  niveau  du  site  de  fixation. . .  Le  formalisme 
classique  etabli  en  enzymologie  (dit  Michaelien) 
s'applique  parfaitement  a  ce  mecanisme  de  trans¬ 
port.  La  seule  difference  avec  les  enzymes  est  que 
le  « substrat »  n'est  pas  ici  chimiquement  modifie, 
mais  transports  d'un  compartiment  a  un  autre. 

A  titre  d'exemple,  on  peut  decrire  le  mode  de 
penetration  facilitee  du  glucose  dans  l'hematie 
humaine.  Le  coefficient  de  permeabilite  de  cette 
molecule  vis-a-vis  d'une  simple  bicouche  phos¬ 
pholipidique  est  voisin  de  10“ 7  cm.s-1  alors  que 
vis-a-vis  de  la  membrane  de  l'hematie  il  est  supe- 
rieur  a  10“ 6  cm.s-1.  Cette  difference  importante  est 
expliquee  par  la  presence  d'une  permease  du  glu¬ 
cose,  dont  le  role  est  tres  clair  :  le  glucose  sanguin 
est  la  seule  source  d'energie  des  hematies,  et  elles 
en  consomment  beaucoup  car,  depourvues  de 
mitochondries,  elles  ne  pratiquent  que  la  fermen¬ 
tation  (qui  est  energetiquement  peu  efficace).  La 
specificite  de  ce  transporteur  (dit  GLUT1)  est  ele- 
vee  car  seules  des  molecules  chimiquement  tres 
voisines  du  glucose  peuvent  etre  transportees  :  D- 
galactose,  fructose,  mannose...  ;  d'autres  compo¬ 
ses,  tels  que  le  mannitol  ou  le  methyl-glucose,  ne 
sont  pas  reconnus.  En  outre,  il  fait  la  difference 
entre  les  isomeres  D  et  L,  ces  derniers  etant  exclus 
du  transport.  Les  solutes  reconnus  de  la  meme 
famille  agissent  les  uns  vis-a-vis  des  autres  comme 
des  inhibiteurs  competitifs  ;  la  permease  ne  peut 
en  effet  en  prendre  en  charge  qu'un  seul  a  la  fois 
au  cours  d'un  acte  de  transport,  son  choix  ne  se  fai- 
sant  que  sur  la  base  des  concentrations  relatives 
des  composes  mis  en  competition.  Chez  les 
Mammiferes,  on  connait  6  formes  distinctes  des 
transporteurs  GLUT,  specifiques  de  certains  tissus 
et  controlees  de  maniere  differente  ;  la  forme 
GLUT4,  par  exemple,  specifique  des  muscles  et  du 
tissu  adipeux,  est  sensible  a  Taction  de  l'insuline. 
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En  ce  qui  concerne  le  mecanisme  moleculaire  du 
transport,  les  choses  ne  sont  pas  totalement  eclair- 
cies  mais  on  connait  maintenant  l'organisation 
generale  de  ces  transporteurs,  qui  comportent 
douze  helices  a  transmembranaires.  Compte  tenu 
de  ceci,  il  est  exclu  qu'un  phenomene  de  bascule- 
ment  complet  de  la  proteine  soit  mis  en  jeu,  comme 
on  l'a  cru  un  moment.  II  se  produit  un  changement 
de  conformation  de  la  chaine  polypeptidique  qui 
«ouvre»  alternativement  la  proteine  d'un  cote  ou 
de  l'autre  de  la  membrane  ;  a  la  suite  de  sa  fixation, 
le  substrat  a  transporter  se  trouve  done  libere  sur 
la  face  opposee.  Ce  mecanisme  est  parfois  decrit 
par  l'expression  imagee  dite  du  « ping-pong  »  (voir 
figure  6.9).  Le  fonctionnement  de  ce  transporteur  est 
reversible,  le  sens  du  transport  n'etant  commands 
que  par  les  concentrations  relatives  de  part  et 
d'autre  de  la  membrane.  La  plupart  des  cellules 
animales  possedent  en  fait  ce  type  de  molecule, 
grace  a  laquelle  elles  absorbent  le  glucose,  qui  se 
trouve  en  concentration  relativement  SlevSe  dans 
les  fluides  extracellulaires  (voir  figure  9.19). 


Figure  6.9 

Modele  schematique  illustrant  le  changement 
de  conformation  d'un  transporteur  de  type  permease, 
et  ses  deux  etats  alternatifs  notes  «ping»  et  «pong» 

Suivant  l'etat  de  la  molecule  porteuse,  le  site  de  fixation 
de  la  molecule  a  transporter  est  ouvert  d'un  cote  ou  de 
l'autre  de  la  bicouche.  La  transition  etant  probablement 
aleatoire,  le  transport  est  ainsi  reversible. 


De  meme  que  pour  les  enzymes,  on  connait  des 
substances  bloquant  completement  ou  partielle- 
ment,  de  fagon  non  competitive,  le  transport  assure 
par  les  permeases  ;  ce  sont  les  poisons  du  trans¬ 
port.  Dans  le  cas  de  la  permease  au  glucose,  la 
phloridzine,  par  exemple,  est  capable  de  se  fixer  au 
site  de  reconnaissance  de  la  proteine,  en  raison  de 


sa  formule  qui  contient  une  molecule  de  glucose, 
mais  ce  compose  ne  peut  lui-meme  etre  transports, 
sans  doute  a  cause  de  sa  taille  importante. 

Les  canaux  ioniques  constituent  une  vaste  catS- 
gorie  de  protSines  porteuses  fonctionnant  sur  le 
principe  du  simple  canal  aqueux,  e'est-a-dire  un 
pore  rempli  d'eau,  place  en  travers  de  la  bicouche 
lipidique,  et  au  niveau  duquel  des  ions  plus  ou 
moins  strictement  sSlectionnSs  peuvent  diffuser. 
Bien  que  mal  connue,  cette  selectivity  est  sans 
doute  liSe  a  la  presence,  au  sein  du  canal,  d'une 
chicane  Stroite  telle  que  seule  une  catSgorie  precise 
d'ions  passe  facilement.  On  pense  meme  que  ceux- 
ci  doivent  se  dSbarrasser  de  la  plupart  de  leurs 
molecules  d'eau  associSes,  constituant  un  nuage 
d'hydratation  pSriphSrique.  MalgrS  cela,  les 
canaux  ioniques  represented  des  systemes  tres 
efficaces  d'Schange  puisqu'on  calcule  que  106  a 
10s  ions  les  traversed  a  chaque  seconde  (e'est  103  a 
104  fois  plus  rapide  que  pour  n'importe  quelle 
autre  proteine  porteuse).  Ce  type  de  transport  est 
purement  passif  :  il  se  fait  nScessairement  dans  le 
sens  du  gradient  de  concentration  et  du  gradient 
de  charges  Slectriques  prSexistant  (gradient  Slec- 
trochimique),  et  ne  consomme  pas  d'Snergie. 

Les  canaux  ioniques  possedent  une  caractSris- 
tique  fondamentale  :  il  s'agit  de  «portes»  en  gene¬ 
ral  fermSes,  dont  l'ouverture  breve  est  commandSe 
par  un  signal  extSrieur.  Il  existe  plusieurs  types  de 
canaux  :  1)  les  canaux  s'ouvrant  sous  l'action 
d'une  modification  du  champ  Slectrique  trans- 
membranaire  (on  parle  de  canaux  regules  par  le 
potentiel  membranaire),  2)  les  canaux  sensibles  a 
la  fixation  d'un  ligand  qui  peut  etre  un  ion,  un 
neurotransmetteur,  un  nucleotide  ou  meme  une 
proteine  (canaux  regules  par  un  ligand),  et  3)  les 
canaux  sensibles  a  des  phSnomenes  mScaniques 
(canaux  regules  mecaniquement),  voir  chapitre  13. 

Toutes  les  cellules  animales,  vSgStales  ou  bactS- 
riennes  possedent  de  tels  canaux  ioniques  mais  les 
premieres  sont  les  plus  riches,  et  en  particulier  les 
cellules  nerveuses  et  musculaires  (cellules  dites 
excitables).  Une  seule  cellule  nerveuse  contient  au 
minimum  dix  especes  distinctes  de  canaux 
ioniques  et  on  en  connait  plus  d'une  centaine,  dont 
un  grand  nombre  dans  les  cellules  banales.  Les 
canaux  les  plus  rSpandus,  et  presents  dans  la 
membrane  plasmique  de  presque  toutes  les  cel¬ 
lules  animales,  sont  paradoxalement  des  canaux 
toujours  ouverts  (non  regies)  permSables  au  K+  ;  ce 
sont  les  canaux  dits  de  fuite  du  K+,  qui  intervien- 
nent  dans  le  maintien  du  potentiel  de  membrane 
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typique  de  toutes  les  membranes  plasmiques.  La 
figure  6.10  montre  comment  on  peut  se  representer 
un  canal  ionique  a  ouverture  controlee  dans  ses 
deux  etats  alternatifs,  ouvert  ou  ferme. 


stimulus 


Figure  6.10 

Representation  schematique  des  deux  etats  possibles 
d'un  canal  ionique 

En  general  ferme,  un  tel  canal  s'ouvre  sous  l'action  d'un 
stimulus  electrique  (depolarisation  membranaire),  chi- 
mique  (ligand  extra-  ou  intracellulaire),  ou  mecanique 
(vibration). 


raison  de  ces  desequilibres  ioniques  est  due  a  la 
presence  de  la  pompe  Na+/K+,  situee  dans  la 
membrane  plasmique,  qui  chasse  les  ions  Na+  vers 
l'exterieur  et  concentre  simultanement  les  ions  K+ 
dans  le  hyaloplasme,  «luttant»  sans  cesse  contre 
les  gradients  de  concentration  de  ces  ions.  Le 
caractere  actif  de  ce  systeme  transporter  est  aise- 
ment  demontre  chez  les  hematies  de  Mammiferes, 
en  raison  de  leur  simplicity  d'organisation  et  de 
manipulation,  deja  mentionnees.  Tout  facteur 
conduisant  a  une  diminution  interne  de  la  fourni- 
ture  d'ATP  entraine  a  bref  delai  la  disparition  du 
desequilibre  ionique  ;  l'absence  de  substrat  energe- 
tique  (ici,  le  glucose),  ou  la  presence  de  certaines 
drogues  affectant  le  metabolisme  energetique  ont 
le  meme  resultat.  On  considere  que  pres  du  tiers 
de  l'energie  cellulaire  depensee  dans  une  cellule 
animale  banale  sert  en  fait  a  faire  fonctionner  cette 
pompe.  Nous  verrons  plus  loin  Timportance  capi- 
tale  du  maintien  de  ces  gradients,  en  particulier 
celui  du  Na+,  comme  source  d'energie  potentielle 
utilisable  pour  d'autres  transports. 


Le  plus  connu  de  ces  canaux  est  le  canal  catio- 
nique  regie  par  l'acetylcholine,  rencontre  dans  les 
cellules  du  muscle  squelettique,  au  niveau  des 
jonctions  neuromusculaires.  II  transforme  un  signal 
chimique  :  la  liberation  d'acetylcholine  au  niveau 
de  la  terminaison  nerveuse,  en  un  signal  electrique 
transitoire,  par  Tintermediaire  d'un  mouvement 
d'ions.  Ce  signal  est  lui-meme  pergu  par  des 
canaux  regies  par  la  tension,  qui  sont  a  l'origine 
d'un  potentiel  d'action  propage  le  long  de  la  mem¬ 
brane  plasmique  de  la  cellule  musculaire. 


2.5.4.  Transports  actifs  primaires 


Ils  sont  assures  par  des  complexes  proteiques, 
appeles  pompes,  qui  utilisent  en  general  l'energie 
d'hydrolyse  de  l'ATP,  de  fa  con  directe,  pour  pro- 
pulser  uniquement  des  ions  a  travers  les  mem¬ 
branes,  contre  leur  gradient  de  concentration.  II  en 
existe  un  grand  nombre,  de  types  tres  differents, 
qui  transportent  un  ou  plusieurs  ions  ;  nous  etu- 
dierons  tout  d'abord  en  detail  le  fonctionnement 
de  la  pompe  la  mieux  connue  :  la  pompe  Na+/K+ 
de  la  membrane  plasmique  des  cellules  animales. 


•  La  pompe  Na+/K+  des  cellules  animales.  Le 
tableau  6.2  montre  que  la  concentration  en  ions  K+ 
est  environ  30  fois  plus  elevee  a  l'interieur  des  cel¬ 
lules  qu'a  l'exterieur,  alors  que  la  situation  est 
inverse  pour  les  ions  Na+  (d'un  facteur  10  a  15).  La 


Ions 

Cytoplasme 

(mM) 

Milieu  interieur 
(mM) 

Na+ 

10-15 

145 

K+ 

140-150 

4-5 

Mg2+ 

0,6 -0,8 

1  -2 

Ca2+ 

1  -2.10"4 

1,5-2 

ci- 

4-6 

110-120 

hco3- 

8-12 

28 

P" 

140 

9 

Tableau  6.2 

Concentrations  ioniques  (ions  libres  seulement)  typiques 
du  cytoplasme  des  cellules  de  Mammiferes  et  du  milieu 
interieur  (plasma  sanguin)  dans  lequel  elles  vivent 

Ces  deux  compartiments  contiennent  autant  de  charges 
positives  que  negatives  et  sont  electriquement  neutres. 
P~  designe  toutes  les  molecules  portant  des  charges 
negatives  :  proteines,  acides  nucleiques,  metabolites 
ionises,  etc.,  qui  les  caracterisent. 


La  pompe  Na+/K+  fut  tout  d'abord  identifiee 
comme  une  enzyme  hydrolysant  l'ATP  (ATPase), 
seulement  en  presence  d'ions  Na+  et  K+.  II  fut 
montre  par  la  suite  qu'elle  etait  inhibee  par  une 
drogue  nommee  ouabaine,  qui  etait  par  ailleurs 
connue  pour  supprimer  le  transport  membranaire 
de  ces  ions.  Sa  localisation  specifique  dans  la 
membrane  plasmique  permit  enfin  de  conclure 
que  l'ATPase  et  la  pompe  supposee  exister  ne 
constituaient  qu'une  seule  et  meme  entite.  D'ele- 
gantes  experiences  realisees  sur  les  membranes 
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des  hematies  ont  conduit  a  bien  caracteriser  cette 
activite.  Apres  hemolyse  menagee,  on  peut  faire  se 
«refermer»  la  membrane  autour  d'un  milieu  de 
composition  controlee,  aussi  bien  du  point  de  vue 
ionique  (on  peut  alors  utiliser  des  ions  radioactifs 
pour  faciliter  l'analyse)  que  de  la  concentration  en 
ATP  ou  en  inhibiteurs.  Apres  centrifugation,  le 
transfert  des  cellules  dans  un  autre  type  de  milieu 
est  suivi  de  l'etude  des  flux  ioniques.  Les  observa¬ 
tions  suivantes  sont  faites  :  1)  les  transferts  de  Na+ 
et  K+  sont  obligatoirement  couples  a  l'hydrolyse 
de  l'ATP,  2)  la  presence  simultanee  d'ions  K+  a 
l'exterieur  des  cellules  et  d'ions  Na+  a  l'interieur 
est  indispensable  a  la  mise  en  route  des  echanges, 
3)  la  ouabaine  n'agit  comme  inhibiteur  que  si  elle 
est  a  l'exterieur  des  cellules,  ou  elle  entre  en  com¬ 


petition  avec  les  ions  K+  au  niveau  d'un  site  de 
liaison  commun,  et  4)  pour  chaque  ATP  hydrolyse, 
3  Na+  sont  echanges  contre  2  K+. 

Le  lien  precis  existant  entre  l'hydrolyse  de  l'ATP 
et  les  etapes  de  transfert  des  ions  est  maintenant 
bien  compris  ;  ce  mecanisme  en  6  etapes  est  ilTustre 
dans  la  figure  6.11.  L'echange  de  deux  ions  (+) 
contre  trois  ions  (+),  au  cours  d'un  meme  evene- 
ment  (cotransport  de  type  antiport),  conduit  a  un 
desequilibre  de  charges  electriques  entre  les  deux 
faces  de  la  membrane  ;  on  dit  que  la  pompe  est 
electrogenique.  C'est  une  composante  du  potentiel 
electrique  caracterisant  la  membrane  plasmique  de 
toute  cellule  vivante  (potentiel  de  membrane).  En 
chassant  les  ions  Na+  qui  ont  tendance  a  entrer  dans 


Figure  6.11 

Modele  schematique  illustrant  le  fonctionnement  de  la  pompe  Na+/K+  ATP  dependante  des  cellules  animales 

(1)  Trois  ions  Na+  se  fixent  sur  la  face  interne  de  la  proteine,  qui  est  ouverte  vers  l'interieur  de  la  cellule.  Les  sites  de 
fixation  des  ions  K+  sont  fermes. 

(2)  L'ATP  phosphoryle  le  domaine  proteique  tourne  vers  le  hyaloplasme.  Un  changement  de  conformation  de  la  pro¬ 
teine  a  lieu,  qui  s'ouvre  vers  l'exterieur. 

(3)  Les  trois  ions  Na+  prealablement  fixes  sont  en  consequence  exposes  a  l'exterieur,  ou  ils  sont  liberes.  Ce  phenomene 
fait  alors  s'ouvrir  deux  sites  de  fixation  des  ions  K+. 

(4)  Deux  ions  K+  se  fixent  a  leur  tour,  ce  qui  a  pour  consequence  la  dephosphorylation  de  la  proteine  (Pi :  phosphate 
inorganique),  et  la  fermeture  des  sites  Na+. 

(5)  Un  nouveau  changement  de  conformation,  conduisant  a  un  «basculement»  en  sens  inverse,  ouvre  la  proteine  vers 
l'interieur. 

(6)  Les  ions  K+  sont  exposes  a  l'interieur  ou  ils  sont  liberes  ;  les  sites  de  fixation  des  ions  Na+  reapparaissent.  Le  cycle 
recommence  avec  une  nouvelle  fixation  des  ions  Na+  et  une  phosphorylation  par  l'ATP. 
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la  cellule,  la  pompe  Na+/K+  tend  aussi  a  abaisser 
la  pression  osmotique  interne  et  a  assurer  un 
volume  constant  au  hyaloplasme.  En  effet,  lorsque 
des  cellules  animales  sont  traitees  par  la  ouabaine, 
le  flux  entrant  d'eau  augmente  et  elles  ont  ten¬ 
dance  a  gonfler  (elles  peuvent  meme  eclater). 

Cette  pompe  est  un  tetramere  constitue  de  deux 
types  de  sous-unites,  la  plus  grosse  des  deux 
(appelee  a)  possedant  toutes  les  activites  que  l'on 
vient  de  decrire  :  il  s'agit  d'une  chaine  longue  de 
1  000  acides  amines  environ,  qui  traverse  10  fois  la 
bicouche  phospholipidique.  Le  role  de  la  petite 
sous-unite  (dite  (3)  est  mal  connu  ;  il  s'agit  d'une 
glycoproteine,  qui  a  done  un  domaine  toume  vers 
l'exterieur  de  la  cellule  (voir  figure  6.12).  La  posi¬ 
tion  de  ce  complexe  par  rapport  a  la  bicouche  est 
determinante  pour  son  fonctionnement  polarise  ; 
la  question  cruciale  de  la  mise  en  place  precise 
d'une  proteine  dans  une  membrane  sera  traitee 
dans  le  chapitre  9.  A  cote  de  la  pompe  Na+/K+ 
ATP  dependante,  il  existe  des  pompes  ayant  un 
fonctionnement  apparemment  plus  simple  et  ne 
transportant  qu'un  seul  ion  a  la  fois  (uniport).  Les 
exemples  les  plus  connus  sont  ceux  des  pompes  a 
calcium  et  des  pompes  a  protons. 

•  Les  pompes  a  Ca2+.  Dans  toutes  les  cellules 
eucaryotiques,  la  concentration  hyaloplasmique  en 
Ca2+  libre  est  tres  faible  (environ  10" 7  M),  alors  que 
celle  du  milieu  exterieur  est  104  fois  plus  elevee.  Le 
gradient  de  Ca2+  est  maintenu  grace  a  une  pompe 


milieu  extracellulaire 


Figure  6.12 

Organisation  schematique  de  la  pompe  Na+/K+  ATP 
dependante 

Cette  proteine  transmembranaire,  formee  de  4  sous-uni¬ 
tes,  est  de  type  a2-(32.  Les  sous-unites  a  et  (3  sont  de  taille 
differente  ;  les  deux  sous-unites  (3  sont  glycosylees. 


ATP  dependante  localisee  dans  leur  membrane 
cytoplasmique,  et  qui  a  pour  role  de  chasser  le  cal¬ 
cium  libre  intracellulaire.  Cette  pompe  existe  aussi 
dans  la  membrane  d'un  compartiment  vesiculaire 
interne,  de  type  reticulum  endoplasmique  lisse 
(voir  chapitre  9),  appele  compartiment  de  reten¬ 
tion  du  calcium.  Ce  dernier  semble  etre  un  consti- 
tuant  normal  de  toute  cellule,  mais  il  est 
particulierement  developpe  dans  les  cellules  mus- 
culaires  striees,  ou  il  porte  le  nom  de  reticulum 
sarcoplasmique.  Dans  ce  cas,  les  pompes  Ca2+ 
ATP  dependantes  ont  comme  fonction  de  seques- 
trer  et  accumuler  les  ions  Ca2+  au  sein  de  vesicules 
specialisees  ;  on  connait  le  role  de  ces  derniers 
dans  le  declenchement  de  la  contraction  muscu- 
laire.  L'interet  de  maintenir  une  concentration  tres 
faible  en  Ca2+  dans  les  cellules  banales  tient  au  fait 
que  cet  ion  est  un  «messager  secondaire»,  et  tout 
signal  conduisant  a  son  afflux  dans  le  hyaloplasme 
entraine  une  cascade  d'evenements  et  l'activation 
d'un  grand  nombre  de  mecanismes  pysiologiques. 

•  Les  pompes  a  protons.  Ces  transporteurs  sont 
rencontres  dans  la  membrane  plasmique  des  cel¬ 
lules  vegetales  et  des  Champignons,  et  chez 
quelques  Bacteries  ;  ils  permettent  d'expulser  uni- 
quement  des  ions  H+,  grace  a  l'energie  d'hydrolyse 
de  l'ATP.  Leur  role  physiologique,  qui  consiste  a 
maintenir  un  gradient  ionique  transmembranaire, 
est  equivalent  a  celui  decrit  plus  loin  pour  la  pompe 
Na+/K+  des  cellules  animales.  On  trouve  egalement 
des  pompes  a  protons  dans  le  compartiment  vacuo- 
laire  des  Vegetaux  (au  niveau  du  tonoplaste)  et 
dans  le  compartiment  endosomal  des  cellules  ani¬ 
males  (voir  plus  loin)  ;  dans  ce  cas  particulier,  les 
pompes  fonctionnent  en  accumulant  les  ions  H+  a 
l'interieur  de  la  lumiere  des  vesicules,  qui  s'acidi- 
fient  rapidement.  La  concentration  en  protons  y 
atteint  plus  de  100  fois  celle  du  hyaloplasme.  Cette 
acidification  entraine  l'activation  des  hydrolases 
acides  liberties  dans  les  vesicules  issues  du  compar¬ 
timent  endosomal,  apres  fusion  avec  les  lysosomes 
primaires  d'origine  golgienne  (voir  chapitre  7). 

Malgre  l'unite  de  fonction  qui  rassemble  ces  dif- 
ferents  transporteurs,  les  specialistes  distinguent 
trois  grandes  families  de  molecules,  en  fonction  de 
la  disposition  et  du  nombre  de  chaines  polypepti- 
diques,  et  de  leur  mode  d'action  au  niveau  mole- 
culaire.  Les  pompes  Na+/K+  et  Ca2+,  qui  ont  une 
organisation  tres  voisine  et  relativement  simple, 
sont  evolutivement  apparentees  et  leurs  genes 
derivent  d'un  meme  gene  ancestral.  En  revanche, 
les  pompes  a  protons  appartiennent  a  trois  types 
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distincts  et  leur  complexite  peut  egaler  celle  des 
gros  complexes  nommes  ATP  synthetases,  trou- 
ves  par  exemple  dans  les  membranes  internes  des 
mitochondries.  Ces  derniers  sont  classes  dans  la 
famille  des  pompes,  mais  ils  fonctionnent  norma- 
lement  en  sens  inverse  du  sens  habituel,  car  ils 
fabriquent  en  fait  de  l'ATP,  a  partir  d'un  gradient 
de  protons  preexistant !  (voir  chapitre  10). 

De  fa^on  generate,  toutes  les  pompes  sont 
reversibles  ;  en  effet,  si  on  impose,  d'une  maniere 

COMMENTAIRE 

La  bacteriorhodopsine  de  Hcilobacterium 

Cette  Bacterie  possede,  dans  sa  membrane  plas- 
mique,  une  proteine  intrinseque  tres  abondante, 
qui  forme  des  plaques  pseudocristallines,  appe- 
lees  plaques  de  membrane  pourpre  (en  raison 
de  leur  couleur).  Cette  proteine,  nominee  bacte¬ 
riorhodopsine,  traverse  la  bicouche  lipidique 
sous  forme  de  7  helices  a  hydrophobes  etroite- 
ment  serrees.  Chacune  de  ces  molecules  contient 
un  groupement  prosthetique  :  le  retinal,  qui  est 
identique  a  celui  trouve  dans  la  rhodopsine  ; 
cette  derniere  constitue  le  photorecepteur  des 
cellules  visuelles  en  batonnet  de  la  retine  des 
Vertebres. 

Le  phenomene  de  pompage  des  protons  est  le 
suivant :  lorsque  la  cellule  est  vivement  eclairee, 
il  se  produit  un  changement  de  conformation 
de  la  bacteriorhodopsine  sous  Faction  des  pho¬ 
tons,  qui  conduit  a  une  expulsion  de  protons  a 
travers  la  membrane  cytoplasmique,  a  partir  du 
cytoplasme.  Ce  transfert  permet  de  creer  un 
gradient  transmembranaire  de  protons  utili- 
sable  par  une  ATP  synthetase  membranaire 
classique,  pour  produire  de  l'ATP.  On  a  done 
affaire  a  un  mecanisme  de  photosynthese  tres 
simple  et  tres  original,  car  fonctionnant  sans 
chlorophylle,  sans  aucun  rapport  avec  celui 
decrit  chez  les  Bacteries  ou  les  Vegetaux  verts. 
Ce  systeme  permet  aux  cellules,  normalement 
aerobies  et  pratiquant  la  respiration,  de  survivre 
a  la  lumiere  lorsque  la  quantite  d'Oz  ambiant  est 
insuffisante. 

Cette  molecule  est  le  prototype  d'une  vaste 
famille  de  proteines  transmembranaires  (plus 
de  150),  toutes  baties  sur  le  meme  modele,  et 
presentes  chez  tous  les  etres  vivants  ;  on  compte 
parmi  elles  de  nombreux  recepteurs  de  surface 
pour  des  hormones,  chez  les  Animaux  supe- 
rieurs  (voir  chapitre  5). 


ou  d'une  autre,  un  gradient  ionique  transmembra¬ 
naire  superieur  a  celui  qu'elles  peuvent  creer,  elles 
laissent  passer  les  ions  dans  le  sens  du  gradient  et 
fonctionnent  alors  en  synthetisant  l'ATP,  et  non 
pas  en  l'hydrolysant.  La  membrane  plasmique  de 
nombreuses  Bacteries  contient  de  gros  complexes 
transmembranaires  capables  d'expulser  des  pro¬ 
tons  du  cytoplasme  en  utilisant  comme  source 
d'energie  des  reactions  d'oxydoreduction.  Ces 
complexes,  qui  sont  typiquement  des  pompes, 
bien  que  non  mues  par  l'ATP,  sont  semblables  a 
ceux  rencontres  dans  les  organites  semi-auto- 
nomes  :  mitochondries  et  plastes  (voir  chapitre  10). 
II  faut  enfin  mentionner  l'existence  d'une  pompe  a 
protons  tout  a  fait  unique  dans  le  monde  vivant,  et 
qui  est  mue  par  la  lumiere  ;  cette  curiosite  se  ren¬ 
contre  chez  une  Archebacterie  halophile  : 
Hcilobacterium  halobium  (voir  chapitre  2). 

•  Les  transporteurs  ABC.  Ces  transporteurs, 
dits  «ABC»  pour  ATP  binding  cassette,  sont  tres 
repandus  chez  tous  les  etres  vivants,  des  Bacteries 
a  l'Homme.  On  en  a  deja  identifie  plusieurs  cen- 
taines  de  formes  et  leur  nombre  ne  cesse  de  croitre. 
Ces  proteines  originales  hydrolysent  l'ATP  pour 
transporter  specifiquement  des  ions,  mais  aussi 
des  sucres,  des  acides  amines,  des  polysaccharides 
ou  des  proteines.  Leur  organisation  generale  est  la 
suivante  :  douze  helices  transmembranaires 
hydrophobes,  organisees  en  deux  ensembles,  et 
deux  domaines  hydrophiles  cytosoliques  liant 
l'ATP  et  l'hydrolysant  pour  assurer  un  transport 
actif,  par  changement  de  conformation  des  pre¬ 
miers. 

Chez  les  Mammiferes,  ces  transporteurs  sont 
localises  dans  la  membrane  plasmique  des  cellules 
du  rein,  de  l'intestin,  du  foie,  ou  ils  participent  a  la 
detoxification  du  cytoplasme.  Leur  surexpression 
dans  les  cellules  cancereuses  pose  un  probleme 
grave  chez  l'Homme,  car  ils  chassent  du  cyto¬ 
plasme  les  drogues  utilisees  en  chimiotherapie, 
qui  deviennent  inefficaces.  On  connait  aussi  un 
transporteur  ABC  localise  dans  la  membrane  du 
reticulum  endoplasmique,  et  qui  y  importe  active- 
ment  les  peptides  issus  de  la  degradation  des  pro¬ 
teines  realisee  par  les  proteasomes  (voir  chapitre 
9).  C'est  la  premiere  etape  dans  le  processus  de 
surveillance  immunitaire  a  travers  le  phenomene 
de  « presentation  de  l'antigene»  a  la  surface  des 
cellules.  Un  autre  exemple  de  ces  molecules  est  le 
canal  chlore  des  cellules  epitheliales  bronchiques 
qui  est  non  fonctionnel  chez  les  malades  de  la 
mucoviscidose  (voir  :  Perspective  biomedicale). 
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2.5.5.  Transports  actifs  secondaires 

Contrairement  aux  molecules  porteuses  prece- 
dentes,  les  transporteurs  assurant  un  transport 
actif  dit  secondaire  n'utilisent  pas  l'hydrolyse  de 
l'ATP  comme  source  directe  d'energie.  Ils  sont 
neanmoins  dits  actifs  car  ils  peuvent  transporter 
des  ions  ou  des  molecules  organiques  contre  leur 
gradient  de  concentration  ;  ceci  est  realise  grace  au 
couplage  de  ce  transport  a  celui  d'un  autre  com¬ 
pose  qui,  lui,  se  deplace  spontanement  dans  le  sens 
de  son  gradient.  En  regie  generate,  ce  deuxieme 
compose,  qui  agit  comme  moteur,  est  un  ion  pre- 
sentant  un  fort  gradient  de  concentration  (ions 
Na+,  dans  le  cas  des  cellules  animales,  ou  H+,  dans 
le  cas  des  cellules  vegetales  ou  des  Bacteries),  qui 
est  entretenu,  on  l'a  vu,  par  des  pompes  utilisant 
TATP  ou  des  reactions  d'oxydoreduction.  En  fait, 
un  transporteur  actif  de  ce  type  utilise  une  source 
d'energie  indirecte  (ou  potentielle),  stockee  sous  la 
forme  d'un  gradient  ionique. 

Ce  systeme  impliquant  necessairement  un 
cotransport,  la  proteine  responsable  doit  posseder 
deux  sites  de  reconnaissance  :  l'un  pour  l'ion 
moteur  et  l'autre  pour  le  solute  a  transporter  (voir 
figure  6.13).  La  fixation  de  l'ion  moteur  sur  son  site 
induit  une  transition  allosterique  de  la  proteine. 


Na+  glucose 


Na+  glucose 

Figure  6.13 


Mode  de  fonctionnement  schematique  d'un  transporteur 
actif  secondaire  base  sur  un  gradient  d'ions  Na+ 

La  fixation  d'un  ion  Na+  sur  la  face  externe  de  la  mem¬ 
brane  (ou  ces  ions  sont  tres  concentres)  favorise  ici  celle 
d'une  molecule  de  glucose.  Le  changement  de  conforma¬ 
tion  de  la  molecule  porteuse  ouvre  ensuite  les  deux  sites 
sur  la  face  interne  de  la  membrane,  ou  les  deux  solutes 
sont  liberes.  Le  mouvement  spontane  des  ions  Na+,  dans 
le  sens  de  leur  gradient  de  concentration,  entraine  ainsi 
celui  du  glucose,  contre  son  propre  gradient. 


favorisant  de  faqon  importante  la  fixation  du 
solute  sur  son  propre  site.  II  faut  done  bien  com- 
prendre  que  si  le  gradient  ionique  moteur  se 
reduit,  la  vitesse  de  transport  de  l'ion  cotransporte 
est  elle-meme  reduite.  A  la  limite,  le  systeme  peut 
fonctionner  dans  l'autre  sens  si  les  gradients,  pour 
une  raison  ou  une  autre,  viennent  a  s'inverser  ;  le 
principe  reste  en  effet  le  meme  :  l'ion  qui  presente 
le  gradient  le  plus  fort  propulse  toujours  l'ion  qui 
a  le  gradient  le  plus  faible.  Ce  type  de  mecanisme 
permet  de  transporter  simultanement  un  ion  et 
une  petite  molecule  organique  ou  bien  deux  ions. 
On  sera  done  toujours  amene  a  distinguer  deux 
situations,  selon  que  les  transports  sont  de  type 
symport  ou  antiport.  Quelques  exemples  choisis 
dans  les  cellules  animales,  vegetales  ou  chez  les 
Bacteries  peuvent  etre  decrits. 

•  Le  transporteur  intestinal  du  glucose.  Les 

microvillosites  des  enterocytes  portent  dans  leur 
membrane  un  transporteur  specifique,  le  symport 
Na+/glucose,  qui  utilise  le  fort  gradient  transmem- 
branaire  de  Na+  (entretenu  par  la  pompe  Na+/K+ 
ATP  asique  decrite  plus  haut),  pour  faire  penetrer 
specifiquement  le  glucose  intestinal  dans  la  cellule. 
La  concentration  en  glucose  dans  l'enterocyte 
etant  ainsi  relativement  elevee,  celui-ci  sort  de 
faqon  spontanee,  par  diffusion  facilitee  au  niveau 
de  la  membrane  basolaterale,  grace  a  un  systeme 
de  permease  simple  semblable  a  celle  decrite  pour 
l'hematie  humaine  (voir  figure  6.14).  C'est  de  cette 
fa  con  que  le  glucose  issu  de  la  digestion  des  glu- 
cides  alimentaires  franchit  l'epithelium  intestinal, 
et  se  retrouve  dans  le  milieu  interieur.  La  position 
precise  des  deux  types  de  transporteurs  du  glu¬ 
cose  au  sein  des  differents  domaines  membra- 
naires  de  l'enterocyte  est  done  fondamentale,  et 
elle  constitue  un  excellent  exemple  de  polarite 
structural  et  fonctionnelle.  Les  jonctions  serrees 
sous-apicales,  qui  unissent  deux  cellules  voisines 
dans  l'epithelium  (voir  chapitre  14)  permettent  de 
confiner  les  deux  types  de  proteines  dans  leurs 
domaines  specif iques  et  jouent,  en  empechant  la 
diffusion  laterale,  un  role  de  barriere  au  sein  de  la 
bicouche.  La  question  de  l'adressage  precis  de  ces 
deux  proteines  vers  leurs  domaines  respectifs  reste 
posee  (voir  chapitre  9  et  figure  9.19). 

De  nombreux  autres  transporteurs  a  Na+  exis¬ 
tent  dans  les  cellules  animales  (dans  l'epithelium 
renal,  en  particulier)  ou  ils  assurent  l'absorption 
de  divers  metabolites  :  glycerol,  oses,  acides  ami¬ 
nes...  Ceci  montre  l'importance  considerable  du 
maintien  du  gradient  de  Na+  pour  l'economie  cel- 
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glucose 


Figure  6.14 

Schema  illustrant  le  transport  du  glucose  intestinal 
a  travers  un  enterocyte 

Trois  molecules  porteuses  sont  en  jeu,  dont  les  distribu¬ 
tions  membranaires  sont  capitales  pour  assurer  le  passage 
unidirectionnel  de  ce  compose  a  travers  T  epithelium 
intestinal.  Le  symport  Na+/glucose  (1)  est  localise  sur  la 
face  apicale  absorbante,  tandis  que  la  pompe  Na+/K+ 
ATP  dependante  (2)  et  la  permease  (3)  sont  confinees 
dans  la  membrane  basolaterale. 


lulaire  (et  le  metabolisme  en  general),  et  justifie 
l'enorme  depense  energetique  effectuee  par  les  cel¬ 
lules,  dans  ce  but. 

•  Le  transporteur  bacterien  du  lactose.  II  existe, 
chez  les  Bacteries,  un  transporteur  specifique  du 
lactose  qui  fonctionne  comme  le  symport  prece¬ 
dent,  mais  en  utilisant  un  gradient  moteur  d'ions 
H+  (voir  p.  91)  Ceux-ci  sont  plus  concentres  a 
l'exterieur  de  la  cellule  qu'a  l'interieur  car  des 
pompes  appartenant  a  la  membrane  plasmique, 
mues  par  l'ATP  ou  les  reactions  d'oxydoreduction, 
interviennent  ici  aussi ;  le  retour  des  ions  H+  vers 
le  cytoplasme  permet  l'importation  du  lactose  a 
raison  d'un  ion  pour  une  molecule.  La  proteine 


responsable  de  ce  cotransport  est  constitute  d'une 
chaine  polypeptidique  d'environ  400  acides  ami¬ 
nes,  traversant  plusieurs  fois  la  bicouche  lipidique 
(douze  aller  et  retour  en  a  helice).  Un  grand 
nombre  de  transporteurs  actifs  de  ce  type  ont  ete 
mis  en  evidence  chez  les  Bacteries  :  ils  servent 
aussi  a  importer  les  sucres,  les  acides  amines  ou 
les  acides  organiques...,  necessaires  au  metabo¬ 
lisme. 

•  Les  echangeurs  commandes  par  le  gradient 
d'ions  H+  presents  dans  la  membrane  plasmique 
des  cellules  vegetales.  Celle-ci  contient  de  nom- 
breux  transporteurs  destines  a  importer  des  mole¬ 
cules  organiques,  dont  le  fonctionnement  est 
semblable  a  celui  des  exemples  precedents.  II  faut 
aussi  signaler  l'existence  d'un  symport  H+/K+  ser¬ 
vant  a  faire  entrer  activement  ce  dernier  ion  dans 
la  cellule.  Ce  systeme  permet  sans  doute  de 
controler  la  pression  osmotique  interne  et  de 
maintenir  la  turgescence  a  un  niveau  suffisant, 
malgre  les  variations  du  milieu  exterieur. 

•  L'antiport  Na+/H+  des  cellules  de  Vertebres. 
Dans  presque  toutes  les  cellules  de  ces  orga- 
nismes,  il  existe  une  proteine  echangeuse  de 
cations  d'un  type  voisin  de  la  precedente,  qui 
intervient  pour  controler  le  pH  intracellulaire. 
Grace  a  ce  systeme  d'echange,  un  exces  interne 
d'ions  H+  (lie  au  metabolisme  cellulaire)  est  sup- 
prime  par  une  sortie  de  ces  derniers,  couplee  a  un 
influx  d'ions  Nab  Cette  proteine  est  regulee  par  le 
pH,  au  niveau  d'un  site  de  fixation  de  H+  situe  du 
cote  cytoplasmique  :  si  le  pH  depasse  7,7  a  l'inte¬ 
rieur  de  la  cellule,  la  molecule  est  inactivee,  le  flux 
sortant  d'ions  H+  stoppe,  et  le  cytoplasme  retourne 
a  la  neutrality 

•  L'echangeur  d'anions  HC03“/C1“  des  hematies 
de  Mammiferes.  La  proteine  la  plus  abondante  de 
leur  membrane  plasmique  (dite  aussi  «bande  3», 
sur  les  gels  d'electrophorese)  est  un  transporteur 
d'ions  dont  le  role  est  capital  dans  le  cadre  des 
echanges  gazeux  que  ces  cellules  assurent.  Le  C02 
produit  par  les  tissus  rentre  dans  les  hematies  ou  il 
est  enzymatiquement  transforme  en  HCO“  ;  ce 
dernier  en  sort  grace  a  cet  echangeur  d'anions  qui 
fait  simultanement  entrer  un  ion  Cl“.  Au  niveau 
des  poumons,  les  reactions  inverses  ont  lieu  :  le 
C02  etant  elimine  des  hematies,  les  ions  HCO“  dis- 
sous  en  grande  quantite  dans  le  plasma  entrent 
dans  celles-ci,  oil  ils  sont  a  nouveau  echanges 
contre  des  ions  CL.  Ce  processus  inverse  d'anti- 
port  est  realise  grace  a  la  meme  proteine,  dont  le 
fonctionnement  est  done  totalement  reversible. 
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Cette  proteine  transmembranaire  de  pres  de 
1  000  acides  amines  de  long  est  une  grosse  proteine 
a  traversees  multiples  (12  ou  14  fois)  ;  elle  forme 
probablement  des  dimeres  ou  des  tetrameres,  qui 
sont  aisement  visibles  grace  a  la  technique  de  cryo- 
fracture,  sous  forme  des  particules  de  7,5  nm  de 
diametre  se  detachant  sur  le  fond  uni  de  la 
bicouche  phospholipidique.  On  compte  environ 
106  chaines  polypeptidiques  par  cellule,  associees 
etroitement  au  cytosquelette  sous-membranaire. 
Ce  transporteur  est  aussi  present  dans  de  tres 
nombreux  types  cellulaires. 

II  faut  enfin  mentionner  que  de  nombreux  trans- 
porteurs  de  ce  type,  vehiculant  des  ions  ou  des 
molecules  organiques  selon  le  mode  de  l'antiport 
ou  du  symport,  existent  dans  la  membrane  interne 
des  mitochondries  et  des  chloroplastes.  Nous  ana- 
lyserons  dans  le  chapitre  10  le  role  tres  important 
que  jouent  ces  molecules  dans  le  metabolisme  de 
ces  organites.  Comme  les  complexes  d'oxydore- 
duction  signales  plus  haut,  ils  derivent  tres  certai- 
nement  de  systemes  appartenant  a  la  membrane 
plasmique  des  ancetres  bacteriens  dont  ils  descen¬ 
ded  (voir  chapitre  16). 

2.5.6.  Les  ionophores  et  leur  utilisation 

Ce  sont  des  composes  hydrophobes  de  petite 
taille,  ayant  la  propriety  de  se  dissoudre  dans  les 
bicouches  lipidiques  et  de  favoriser  le  passage  des 
ions  a  travers  les  membranes.  Ils  sont  en  general 
synthetises  par  divers  micro-organismes  qui  les 


COMMENTAIRE 
Les ionophores 

La  valinomycine  est  un  transporteur  mobile, 
dont  la  formule  est  donnee  dans  la  figure  6.15  ; 
sa  region  centrale  est  polaire  et  sa  peripherie  est 
porteuse  de  chaines  laterales  associees  a  des 
acides  amines  hydrophobes  (en  particulier,  la 
valine).  Grace  a  sa  structure  annulaire,  elle  pro¬ 
tege  la  charge  d'un  ion  K+  de  sorte  que  celui-ci 
peut  penetrer  dans  l'environnement  hydro¬ 
phobe  d'une  bicouche  lipidique.  De  meme, 
l'ionophore  dit  A  23187  transporte  des  cations 
divalents  tels  que  Ca2+  et  Mg2+.  Ce  genre  de 
transporteur  qui  se  dissout  dans  la  bicouche 
devient  inefficace  a  basse  temperature,  quand  la 
membrane  se  fige  et  que  la  fluidite  devient 
insuffisante.  Ce  comportement  oppose  de  tels 
composes  aux  ionophores  formant  des  canaux. 

La  gramicidine  A  est  un  de  ces  transporteurs  ; 
c'est  un  peptide  de  quinze  acides  amines  hydro¬ 
phobes,  organise  en  helice,  qui  fonctionne  a 
l'etat  de  dimere.  On  trouve  un  monomere  par 
monocouche  lipidique  ;  lorsque  les  monomeres 
se  disposent  en  vis-a-vis,  il  se  forme  un  canal 
transmembranaire  permettant  le  passage  des 
cations  monovalents  (dans  l'ordre  decroissant 
d'efficacite  :  H+,  K+,  Na+).  Les  canaux  formes 
sont  instables,  car  les  dimeres  se  dissocient  rapi- 
dement,  mais  l'efficacite  est  neanmoins  conside¬ 
rable,  puisque  20  000  cations  franchissent 
chaque  canal  par  milliseconde  ! 


Figure  6.15 

Mode  de  fonctionnement 
des  ionophores 

(a)  A  :  ionophore  de  type 
canal ;  B  :  ionophore  de  type 
navette. 

(b)  Formule  de  la  valinomy¬ 
cine,  qui  est  un  transporteur 
mobile  (navette),  forme  de 
trois  segments  identiques 
repetes  et  refermes  sur  eux- 
memes. 

A  :  lactate  ;  B  et  D  :  valine  ; 

C  :  hydroxyisovalerate. 


A  B  CD 
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utilisent  comme  moyens  de  defense  vis-a-vis  de 
leurs  concurrents  ;  c'est  a  ce  titre  que  certains  sont 
utilises  par  l'Homme  comme  antibiotiques.  Ils  sont 
aussi  employes  par  les  chercheurs,  car  ils  augmen¬ 
ted  de  fa^on  specifique  la  permeabilite  a  des  ions 
tels  que  Na+,  K+,  Ca2+,  Mg2+  . et  constituent  done 
des  outils  irremplagables  pour  les  analyses  des 
transports  membranaires.  Deux  classes  d'iono- 
phores  existent  :  ceux  qui  agissent  comme  des 
transporteurs  mobiles  (ou  navettes)  et  ceux  qui 
forment  des  canaux.  Dans  tous  les  cas,  ils  ne  favo- 
risent  que  des  transports  passifs,  regis  par  la  diffu¬ 
sion  et  s'effectuant  done  dans  le  sens  des  gradients 
electrochimiques. 

On  comprend  done  pourquoi  les  ionophores 
naturels  constituent  de  puissants  antibiotiques 
antibacteriens  :  ils  suppriment  tous  les  gradients 
ioniques,  indispensables  a  la  vie  des  cellules. 


3.  TRANSPORT  MEMBRANAIRE 
DES  MACROMOLECULES 
ET  DES  PARTICULES 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 


Les  phenomenes  d'echange  analyses  jusqu'ici 
relevent  du  mecanisme  general  de  la  permeation, 
e'est-a-dire  du  passage  a  travers  la  membrane 
cytoplasmique  ;  les  proteines  de  transport  mises 
en  jeu  ne  peuvent  transporter  que  des  petites 
molecules  organiques  polaires  ou  des  ions  (mine- 
raux  ou  organiques).  Or,  la  plupart  des  cellules 
eucaryotiques  sont  capables  d'absorber  ou  de 
secreter  des  macromolecules,  telles  que  des  pro¬ 
teines  ou  des  polysaccharides.  Certaines,  meme, 
peuvent  ingerer  des  particules  de  grande  taille,  y 
compris  des  cellules  guere  plus  petites  qu'elles.  Le 
mecanisme  de  franchissement  de  la  membrane 
plasmique  mis  en  oeuvre  ici  est  tout  a  fait  particu- 
lier  et  il  implique  la  formation  de  vesicules  limi- 
tees  par  une  membrane  simple. 

3.1  Notions  d'endocytose  et  d'exocytose 


Suivant  le  sens  du  mouvement,  on  distingue 
deux  grands  types  de  processus  :  l'endocytose,  qui 
recouvre  les  evenements  d'interiorisation  (pene¬ 
tration)  de  materiel,  et  l'exocytose,  qui  concerne 


au  contraire  ceux  associes  a  la  secretion  de  compo¬ 
ses  dans  le  milieu  exterieur.  Dans  l'endocytose,  la 
membrane  plasmique  s'invagine  progressivement 
au  niveau  de  la  zone  ou  le  materiel  extracellulaire 
doit  etre  absorbe  (=  endocyte),  puis  elle  se  pince  et 
forme  une  vesicule  close  ;  les  etapes  initiales  sont 
un  peu  differentes  selon  que  les  particules  absor- 
bees  sont  des  macromolecules  ou  des  particules  de 
grande  taille.  Dans  l'exocytose,  ce  sont  des  vesi¬ 
cules  d'origine  interne  a  la  cellule,  le  plus  souvent 
issues  du  reseau  transgolgien  des  dictyosomes 
(voir  chapitre  9),  qui  sont  chargees  de  produits  de 
secretion.  Apres  s'etre  ouvertes  au  niveau  de  la 
membrane  cytoplasmique,  elles  emettent  leur 
contenu  a  l'exterieur  de  la  cellule  (voir  figure  6.16). 

Ces  phenomenes,  tout  a  fait  specifiques  des  cel¬ 
lules  eucaryotiques,  presentent  des  caracteris- 
tiques  communes  evidentes  :  1)  ils  impliquent  des 
phenomenes  de  fusion  des  bicouches  lipidiques 


Figure  6.16 

Principes  de  l'endocytose  (a),  de  l'exocytose  (b) 
et  du  bourgeonnement  (c) 

Tous  ces  phenomenes  membranaires  impliquent  des 
mecanismes  d'adherence  et  de  fusion  de  bicouches  lipi¬ 
diques,  concernant  soit  les  faces  hyaloplasmiques,  soit 
les  faces  externes  des  membranes  ;  ceux-ci  sont  en  fait 
favorises  par  des  proteines  intrinseques  non  figurees  ici. 
Noter  la  difference  entre  exocytose  et  bourgeonnement, 
en  ce  qui  concerne  les  rapports  entre  le  contenu  de  la 
structure  vesiculaire  mise  en  jeu  et  le  milieu  exterieur. 
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membranaires  apres  que  celles-ci  se  soient  etroite- 
ment  juxtaposees,  et  2)  les  substances  absorbees  ou 
secretees  sont  toujours  sequestrees  par  une  mem¬ 
brane  et  ne  se  melangent  jamais  avec  les  consti- 
tuants  du  hyaloplasme.  II  existe  done  une  certaine 
parente  biochimique  entre  membranes  des  vesi- 
cules  et  membrane  cytoplasmique. 

En  fonction  de  la  taille  du  materiel  absorbe,  on 
distingue  deux  processus  mettant  en  jeu  des  meca- 
nismes  differents  :  1)  la  pinocytose  (au  sens  ety- 
mologique,  la  «boisson»  de  la  cellule),  qui  est 
l'ingestion  de  fluides  ou  de  macromolecules,  au 
moyen  de  petites  vesicules  de  diametre  voisin  de 
150  nm,  et  2)  la  phagocytose,  qui  est  l'absorption 
de  grosses  particules  ou  de  cellules,  au  moyen  de 
vesicules  de  diametre  superieur  a  250  nm,  et  pou- 
vant  atteindre  plusieurs  pm  :  les  phagosomes 
(«Falimentation»  de  la  cellule).  Chez  les  cellules  ne 
pratiquant  pas  la  phagocytose,  l'usage  actuel  tend 
a  confondre  endocytose  et  pinocytose  ;  ces  deux 
termes  sont  done  parfois  utilises  indifferemment. 

La  phagocytose  a  ete  decrite  pour  la  premiere 
fois  par  E.  Metchnikoff,  en  1854,  au  niveau  de  cel¬ 
lules  mobiles  des  larves  d'etoiles  de  mer.  Chez  les 
Animaux,  la  plupart  des  cellules  sont  capables  de 
pinocytose,  tandis  que  le  deuxieme  processus  est 
reserve  a  certaines  cellules  specialisees  (voir  plus 
loin).  En  revanche,  de  tres  nombreux  Protistes  uti- 
lisent  naturellement  cette  voie  pour  se  nourrir  :  les 
paramecies,  par  exemple,  ingerent  les  Bacteries 
grace  a  leur  bouche,  qui  est  une  region  specialisee 
pour  la  phagocytose  (voir  chapitre  2).  Nous  ver- 
rons  plus  loin  en  detail  que  la  plupart  des  consti- 
tuants  absorbes  de  cette  fa  con  sont  diriges  vers  le 
compartiment  lysosomal,  apres  avoir  ete  tries  et 
selectionnes  dans  un  compartiment  membranaire 
intermediate  appele  compartiment  endosomal. 
Les  lysosomes  contiennent  un  grand  nombre 
d'hydrolases  (enzymes  de  degradation),  et  la  majo¬ 
rity  des  materiaux  captures  sont  finalement  dige- 
res  et  les  produits  obtenus,  en  general  des  petites 
molecules  simples,  servent  a  nourrir  la  cellule. 


Nous  serons  amenes  a  reparler  d'endocytose  a 
deux  occasions  :  1)  lors  de  l'etude  de  la  motilite 
cellulate  (chapitre  11),  car  on  pense  qu'un  flux 
oriente  de  membranes  vers  la  zone  frontale  des 
cellules  en  culture,  cree  par  des  cycles  d'endocy¬ 
tose  et  d'exocytose,  contribue  a  leur  deplacement, 
et  2)  lors  de  l'etude  des  Virus  des  Animaux,  car 
nombre  d'entre  eux  utilisent  ce  mecanisme  pour 
penetrer  a  l'interieur  de  leurs  cellules-hotes  speci- 
fiques  (chapitre  15). 


3.2  Phenomenes  de  pinocytose 


3.2.1.  Formation  des  vesicules  de  pinocytose 

Ce  processus  commence  en  general  au  niveau 
de  petits  disques  legerement  concaves  trouves 
dans  la  membrane  plasmique,  dont  le  diametre  est 
d'environ  0,2-0, 4  pm.  Sur  les  coupes  fines  de 
microscopie  electronique,  ces  petites  depressions 
sont  le  plus  souvent  caracterisees  par  un  feutrage  2 
a  3  fois  plus  epais  que  la  membrane  plasmique 
elle-meme,  situe  du  cote  hyaloplasmique  (voir 
figure  6.17).  Ces  stuctures,  nominees  puits  recou- 
verts,  donnent  naissance  par  invagination  progres¬ 
sive,  a  des  depressions  de  plus  en  plus  profondes 
qui  finissent  par  se  pincer  et  former  des  vesicules 
closes,  elles-memes  nominees  vesicules  recou- 
vertes  ;  leur  diametre  est  de  0,1  a  0,2  pm.  La  fabri¬ 
cation  d'une  vesicule  a  partir  d'un  puits  est  tres 
rapide  :  environ  une  minute  ;  par  la  suite,  la  vesi¬ 
cule  perd  rapidement  son  revetement  dont  le  role, 
on  le  verra  plus  loin,  est  d'engendrer  une  surface 
spherique  a  partir  d'une  surface  plane.  Dans  les 
cellules  en  culture,  on  estime  que  la  surface  occu- 
pee  par  les  puits  recouverts  represente  2  %  de  celle 
de  la  membrane  cytoplasmique  ;  2  500  vesicules 
recouvertes  environ  s'y  ferment  toutes  les  minutes. 

Le  mecanisme  moleculaire  de  la  vesiculisation 
est  maintenant  bien  connu  ;  il  met  en  oeuvre  essen- 
tiellement  une  proteine  appelee  clathrine,  qui  a  la 
propriety  de  s'organiser  en  edifices  supramolecu- 
laires  en  forme  de  reseau  hexagonal.  La  technique 
de  cryofracture/cryodecapage  profond  montre 
d'extraordinaires  images  de  formation  de  ces  vesi- 
cules  recouvertes,  en  dessous  de  la  membrane 
plasmique,  a  des  stades  varies.  La  clathrine  forme 
des  complexes  trimeriques  ayant  Failure  d'une 
croix  a  trois  branches  :  les  triskelions,  edifices  for¬ 
mes  de  trois  longues  chaines  polypeptidiques 
associees  a  trois  plus  petites.  En  raison  de  cette 
forme  geometrique,  ces  derniers  ont  la  possibility 
d'engendrer  des  reseaux  hexagonaux  plans  pou- 
vant  se  coller  a  la  surface  interne  de  la  bicouche 
lipidique  (voir  figure  6.18)  ;  il  s'agit  meme  en  fait 
d'un  reseau  a  trois  dimensions  car  Fextremite  de 
chaque  branche  plonge  vers  l'interieur,  d'ou 
l'epaisseur  importante  de  cette  structure,  visible 
en  microscopie.  La  deformation  controlee  de  ce 
reseau  plan,  par  apparition  de  pentagones  qui 
induisent  une  courbure,  conduit  a  la  formation 
d'une  corbeille,  puis  d'une  sphere  (se  souvenir 
qu'un  ballon  de  football  est  forme  d'un  assem- 
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Figure  6.17 

Micrographies  electroniques  illustrant  le  phenomene  d'endocytose 

(1)  et  (2)  Vesicules  d'endocytose  en  cours  de  pincement,  recouvertes  d'une  enveloppe  de  clathrine.  (3)  Vesicule  recou- 
verte  refermee,  sous  la  surface  de  la  membrane  plasmique,  avant  qu'elle  ait  perdu  son  feutrage  proteique.  (4)  Vesicule 
non  recouverte  de  clathrine,  a  titre  de  comparaison. 

Grossissement  x  100  000.  (Labo  BG,  Orsay). 


Figure  6.18 

Schemas  montrant  I'organisation  et  le  role  de  la  clathrine 

(1)  Structure  tripartite  d'une  molecule  de  clathrine,  formee  de  trois  chaines  lourdes  et  de  trois  chaines  legeres  (triske- 
lion).  (2)  Agencement  des  triskelions  de  clathrine  pour  former  un  reseau  hexagonal  plan.  (3)  Organisation  d'une  cage 
spherique  formee  d'hexagones  et  de  pentagones,  comme  celles  qui  englobent  les  vesicules  d'endocytose. 


blage  precis  d'hexagones  et  de  pentagones).  Le 
morceau  de  membrane  emprisonne  dans  une  telle 
cage,  qui  se  deforme  peu  a  peu,  se  referme  auto- 
matiquement  pour  donner  une  vesicule  close. 

La  clathrine  n'est  pas  la  seule  proteine  structu- 
rale  trouvee  dans  les  puits  et  vesicules  recouverts  ; 


d'autres  molecules  interviennent  pour  associer  la 
clathrine  a  la  bicouche  et  aider  a  la  capture  speci- 
fique  de  certains  recepteurs  membranaires  (adapti- 
ne  ;  voir  plus  loin),  qui  seront  interiorises  en  meme 
temps.  Les  phenomenes  energetiques  et  la  multi¬ 
tude  de  controles  necessairement  associes  a  toute 
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cette  dynamique  ne  sont  pas  encore  completement 
elucides.  Ce  mode  de  formation  de  vesicules  est 
generalisable  a  d'autres  territoires  membranaires 
que  la  membrane  cytoplasmique  ;  nous  verrons  en 
effet  que  le  bourgeonnement  de  certaines  vesicules 
au  niveau  du  reseau  membranaire  interne  dit 
«transgolgien»,  se  deroule  de  la  meme  fagon, 
grace  a  des  cages  de  clathrine. 

II  faut  enfin  signaler  que  certaines  formes 
d'endocytose  se  deroulent  sans  ^intervention  de  la 
clathrine.  On  peut  citer  le  cas  des  cellules  endothe- 
liales  (decrites  plus  loin),  ou  celui  de  l'endocytose 
de  la  thyroglobuline,  lors  de  la  production  de  la 
thyroxine  par  les  thyreocytes  (voir  chapitre  7). 


3.2.2.  Intervention  de  recepteurs  membranaires 

AU  COURS  DE  L'ENDOCYTOSE 


Chaque  vesicule  interiorisee  emporte  evidem- 
ment  dans  sa  lumiere  un  peu  du  milieu  exterieur  a 
la  cellule  ;  de  l'eau,  des  ions,  des  molecules  dis- 
soutes  sont  ainsi  absorbes.  C'est  ce  qui  se  produit 
dans  le  cas  des  cellules  endotheliales,  qui  absor¬ 
bent  ainsi  des  gouttelettes  dont  la  composition  est 
representative  de  leur  milieu  exterieur  ;  on  parle 
alors  d'endocytose  de  phase  liquide. 


Cependant,  l'efficacite  reelle  du  mecanisme  de 
pinocytose  tient  a  la  possibility  pour  la  membrane 
plasmique  de  concentrer  considerablement  cer¬ 
tains  composes  a  importer,  grace  a  leur  adsorption 
specifique  au  niveau  de  recepteurs  membranaires, 
qui  les  prennent  en  charge.  II  s'agit  de  proteines 
intrinseques  possedant  un  domaine  extracellulaire 
capable  de  reconnaitre  et  de  fixer  solidement  le 
produit  a  absorber  (ligand).  Une  fois  charges,  ces 
recepteurs  se  rassemblent  au  niveau  des  puits 
recouverts  et  ils  sont  evidemment  interiorises  en 
meme  temps  que  le  reste  de  la  membrane,  lors  de 
la  formation  des  vesicules  ;  on  parle  alors  d'endo¬ 
cytose  par  l'intermediaire  de  recepteurs.  Ce 
mecanisme  est  plus  de  1  000  fois  plus  efficace  que 
l'endocytose  simple  de  phase  liquide,  et  meme  des 
substances  tres  diluees  dans  le  milieu  exterieur 
peuvent  etre  concentrees  et  ingerees  en  grande 
quantite  par  les  cellules.  Un  seul  puits  recouvert 
peut  en  effet  rassembler  environ  1  000  recepteurs, 
appartenant  le  plus  souvent  a  des  types  differents. 


Un  des  exemples  classiques  de  ce  mecanisme  est 
celui  de  l'importation  du  cholesterol  par  les  cellules 
animales.  Ce  constituant  hydrophobe,  qui  entre 
dans  la  composition  des  membranes  cellulaires 


(voir  chapitre  5),  est  essentiellement  d'origine  exo¬ 
gene.  Fabrique  en  grande  partie  par  le  foie,  il  est 
transports  dans  le  sang  sous  forme  de  particules 
complexes  nominees  lipoproteines  de  faible  den- 
site  (LDL  =  low  density  lipoproteins).  L'organisation 
d'une  telle  particule,  d'environ  20  nm  de  diametre, 
est  donnee  dans  la  figure  6.19.  Une  proteine  de 
haut  poids  moleculaire  organise  l'ensemble  et  lui 
donne  son  identity.  En  effet,  cette  molecule  est  pre- 
cisement  reconnue  par  un  recepteur  appartenant  a 
la  membrane  plasmique  des  cellules  animales  :  le 
recepteur  des  LDL  ;  il  s'agit  d'une  glycoproteine  a 
traversee  unique  (de  839  acides  amines),  pourvue 
d'un  volumineux  domaine  extracellulaire.  Au 
moyen  de  son  site  de  liaison  tourne  vers  l'exte- 
rieur,  chaque  recepteur  membranaire  capte  une 
particule  ;  ensuite,  grace  a  la  fluidity  membranaire, 
les  recepteurs  charges  s'associent  aux  puits  recou¬ 
verts  de  clathrine,  s'y  concentrent  et  sont  ainsi 
interiorises  (voir  figure  6.20). 

De  tres  nombreuses  especes  proteiques  sont 
fixees  et  accumulees  de  cette  maniere  par  les  cel¬ 
lules  :  la  transferrine  (proteine  transportant  le  fer 
dans  le  sang),  des  proteines  de  reserve  (dans  le  cas 
des  ovocytes  ;  voir  chapitre  7),  les  immunoglobuli- 
nes,  de  nombreuses  hormones...  On  connait  plu- 
sieurs  dizaines  de  recepteurs  differents 
fonctionnant  selon  ce  principe.  L'intensite  de 
l'endocytose  est  estimee  par  l'utilisation  de  mole- 


Figure  6.19 

Schema  de  l'organisation  d'une  particule  lipoproteique 
de  faible  densite  (LDL) 

Chaque  particule  contient  un  noyau  hydrophobe  d'envi¬ 
ron  1  500  molecules  de  cholesterol  esterifie  par  un  acide 
gras  (linoleique).  Sa  surface  est  formee  d'une  mono- 
couche  de  phospholipides  et  de  cholesterol.  Une  grosse 
molecule  de  proteine  hydrophobe  (apolipoproteine  B, 
500  kDa)  est  ancree  dans  la  surface  de  la  particule. 
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d'adaptine  de  clathrine 

Figure  6.20 


Role  des  recepteurs  proteiques  des  LDL 

Ils  jouent  un  role  dans  la  reconnaissance  et  la  capture  de 
ces  particules,  puis  leur  concentration  au  niveau  des 
puits  recouverts,  et  done  dans  l'endocytose  qui  en 
decoule.  Les  molecules  d'adaptine  fixent  chaque  recep- 
teur  au  feutrage  de  clathrine  sous-jacent. 


cules  marquees  qui,  soit  restent  dissoutes  dans  la 
phase  liquide,  soit  suivent  la  voie  des  recepteurs. 
Les  deux  methodes  donnent  des  resultats  conver- 
gents  et  demontrent  que  des  fibroblastes  en  cul¬ 
ture  interiorisent  leur  membrane  plasmique  a  un 
taux  eleve  :  ces  cellules  «boivent»  plus  de  l'equi- 
valent  de  leur  propre  volume  en  24  h  et  ingerent  le 
double  de  la  surface  de  leur  membrane  limitante 
en  1  h  !  Ceci  pose  la  question  des  mecanismes  de 
renouvellement  de  cette  membrane,  dont  la  sur¬ 
face  reste  inchangee  malgre  l'endocytose.  Nous 
verrons  en  fait  que  les  cellules  recyclent  vers  leur 
surface  les  «morceaux»  de  membrane  utilises 
pour  la  formation  des  vesicules,  plutot  que  d'en 
fabriquer  sans  cesse  de  nouveaux  composants. 

En  conclusion,  contrairement  a  l'impression  sta- 
tique  que  suggerent  souvent  les  images  fournies 
par  la  microscopie  electronique,  il  faut  concevoir  la 
membrane  plasmique  comme  une  structure  tres 
dynamique  et  en  perpetuel  renouvellement. 

3.2.3.  Devenir  des  molecules  absorbees 

ET  DE  LEURS  RECEPTEURS. 

Le  compartment  endosomal 

Des  qu'elles  sont  formees,  les  vesicules  d'endo- 
cytose  sont  denudees  par  perte  de  la  clathrine, 
puis  elles  fusionnent  avec  un  systeme  membra- 
naire  clos  situe  sous  la  membrane  plasmique  et 
s'enfoncant  assez  profondement  dans  la  cellule  :  le 


compartiment  endosomal.  La  simple  analyse  cyto- 
logique  ne  permet  pas  d 'identifier  clairement  ce 
compartiment  tres  polymorphe,  qui  peut  etre 
confondu  avec  de  nombreuses  autres  structures 
membranaires  dans  la  cellule.  Pour  le  visualiser,  il 
faut  utiliser  un  ligand  marque  pouvant  etre  inte- 
riorise  et  suivi  au  cours  de  son  cheminement  dans 
la  cellule  :  proteines  marquees  grace  a  la  ferritine 
ou  l'or  colloidal,  ou  bien  enzymes  permettant  la 
cytoenzymologie  telles  que  la  peroxydase... 

Le  compartiment  endosomal  est  forme  d'un 
reseau  complexe  de  tubules  et  de  vesicules  au  sein 
duquel  on  distingue  des  endosomes  peripheriques 
(proches  de  la  membrane  plasmique)  et  des  endo¬ 
somes  internes  (perinucleaires).  Bien  que  parfois 
proche  de  l'appareil  de  Golgi,  cet  organite  en  est 
clairement  distinct.  Sa  caracteristique  biochimique 
majeure  est  la  presence  d'un  contenu  a  pH  acide 
(5-6),  les  endosomes  les  plus  internes  etant  plus 
acides  que  ceux  qui  sont  peripheriques. 
Cependant,  a  la  difference  des  lysosomes,  ce  com¬ 
partiment  ne  contient  pas  d'enzymes  hydroly- 
tiques  a  pH  optimum  acide  (voir  chapitre  7).  Cette 
richesse  en  protons  est  liee  a  la  presence  d'une 
pompe  H+  ATP  dependante  dans  la  membrane  des 
endosomes  (voir  plus  haut) ;  on  trouve  une  pompe 
semblable  dans  les  membranes  lysosomales. 

Le  role  des  endosomes  peut  etre  illustre  en  pre- 
nant  l'exemple  des  LDL.  Dans  l'environnement 
acide  de  ces  vesicules,  le  complexe  recepteur/ 
ligand  se  dissocie  (a  la  suite  d'une  modification  de 
conformation  du  premier)  et  les  particules  LDL 
sont  liberties  dans  la  lumiere.  Selon  des  meca¬ 
nismes  encore  mal  identifies,  un  phenomene  capi¬ 
tal  de  tri  s'effectue  alors,  de  sorte  que  les 
recepteurs  liberes  se  concentrent  en  un  endroit 
precis  de  la  membrane  de  l'endosome,  ou  se  pro- 
duit  ensuite  un  phenomene  de  bourgeonnement 
puis  de  vesiculisation  secondaire.  Les  vesicules 
ainsi  formees  fusionnent  avec  la  membrane  plas¬ 
mique,  ce  qui  entraine  le  retour  des  recepteurs  a  la 
surface  cellulaire  et  leur  permet  de  servir  des  cen- 
taines  de  fois.  Le  contenu  des  endosomes,  quant  a 
lui,  est  dirige  via  d'autres  vesicules,  vers  les  lyso¬ 
somes  ou  aura  lieu  la  digestion.  Dans  le  cas  des 
LDL,  les  phospholipides  et  les  esters  de  cholesterol 
y  sont  attaques  et  les  produits  de  degradation, 
dont  le  cholesterol  libre,  diffusent  a  travers  la 
membrane,  gagnent  le  hyaloplasme  et  sont  dispo- 
nibles  pour  la  cellule  ;  les  acides  amines  issus  de  la 
digestion  de  la  proteine  de  liaison  sont  aussi  recu- 
peres  (voir  figure  6.21). 
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Role  des  endosomes  dans  le  recyclage  des  recepteurs 
des  LDL  et  leur  retour  vers  la  membrane  cytoplasmique 

Apres  fusion  des  vesicules  d'endocytose  avec  le  compar- 
timent  endosomal,  les  recepteurs  se  separent  de  leur 
ligand.  Les  premiers  sont  rassembles  et  reexpedies  vers 
la  membrane  plasmique,  tandis  que  les  particules  de 
LDL  sont  dirigees  vers  le  compartiment  lysosomal. 


Ce  systeme  est  regule  de  la  fa  con  suivante  :  si  la 
cellule  absorbe  trop  de  cholesterol,  on  observe 
d'une  part,  l'arret  de  la  synthese  endogene  de  cette 
molecule  et,  d'autre  part,  l'arret  de  la  synthese  des 
recepteurs  proteiques  des  LDL.  On  a  done  une 
boucle  regulatrice  a  deux  niveaux  (ou  a  double¬ 
detente),  puisque  des  reponses  rapide  puis  lente 
sont  mises  en  jeu,  qui  maintiennent  le  taux  de  cho¬ 
lesterol  intracellulaire  a  un  niveau  fixe.  Cet 
exemple  de  recyclage  des  recepteurs  s'applique 
aussi  a  ceux  de  la  transferrine,  mais  selon  des 
modalites  plus  complexes.  On  connait  cependant 
des  cas  pour  lesquels  les  recepteurs  ne  sont  pas 
renvoyes  vers  la  membrane  plasmique  :  la  raison 


en  est  souvent  l'impossibilite  pour  le  complexe 
recepteur /ligand  de  se  dissocier  a  pH  acide,  et 
e'est  done  l'ensemble  qui  est  dirige  vers  les  lyso- 
somes  ou  tous  deux  sont  detruits. 

Plusieurs  maladies  genetiques  conduisent,  chez 
l'Homme,  a  la  production  de  recepteurs  defec- 
tueux  des  LDL  ;  les  cellules  ne  pouvant  done  plus 
prelever  efficacement  le  cholesterol  sanguin,  on 
observe  une  cholesterolemie  elevee,  dont  les 
consequences  sont  souvent  graves  (voir  l'encart 
biomedical  suivant). 

Encart  biomedical 

Les  hypercholesterolemies  familiales 

Ces  maladies  hereditaires  touchent  environ  un 
individu  sur  500  ;  elles  sont  dues  a  diverses 
categories  de  mutations  affectant  les  recepteurs 
des  LDL.  Les  homozygotes  pour  les  alleles 
mutants  ont  des  taux  de  cholesterol  sanguin 
tres  eleves,  ce  qui  conduit  a  une  atherosclerose 
aigue  et  precoce  ;  ces  patients  meurent  souvent 
d'infarctus  en  bas  age.  Trois  principaux  types 
de  mutations  ont  ete  identifies  :  1)  les  recepteurs 
font  completement  defaut,  2)  ils  sont  presents 
en  nombre  normal,  mais  leur  domaine  extracel- 
lulaire  de  fixation  du  ligand  est  modifie,  de 
sorte  que  les  particules  LDL  sont  peu  ou  pas 
fixees,  3)  ils  fixent  parfaitement  les  LDL,  mais 
ne  parviennent  pas  a  se  rassembler  dans  les 
puits  recouverts,  et  ne  sont  done  pas  interiori- 
ses,  car  leur  domaine  intracellulaire  de  liaison 
au  feutrage  de  clathrine  est  modifie. 

Une  sequence  precise  de  quatre  acides  amines 
appartenant  au  court  domaine  intracellulaire 
(50  acides  amines)  de  ce  recepteur  a  ete  identi- 
fiee,  dont  le  role  est  crucial  pour  l'interiorisa- 
tion.  Cette  sequence  consensus  est  retrouvee 
dans  de  nombreux  autres  recepteurs.  De  plus, 
son  implication  a  ete  demontree  directement 
par  des  experiences  de  genie  genetique  :  toute 
proteine  membranaire  a  laquelle  on  «greffe» 
cette  courte  sequence  devient  automatiquement 
capable  d'etre  capturee  par  des  puits  recouverts 
de  clathrine,  puis  interiorisee,  a  la  maniere  d'un 
recepteur  normal. 

3.2.4.  Phenomene  de  transcytose 

II  s'agit  d'un  phenomene  d'endocytose  dans 
lequel  les  vesicules  et  leur  contenu  ne  sont  pas 
diriges  vers  le  compartiment  lysosomal,  mais 
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envoyes  vers  un  autre  endroit  de  la  membrane 
plasmique.  Les  cellules  endotheliales,  par 
exemple,  qui  sont  les  cellules  aplaties  et  tres  fines 
tapissant  les  vaisseaux  sanguins,  sont  l'objet  d'rme 
endocytose  de  phase  liquide  intense,  permettant  de 
faire  passer  rapidement  des  elements  du  plasma 
sanguin  dans  le  milieu  interieur,  par  exocytose  sur 
la  face  opposee  de  la  cellule.  Dans  ce  cas  particu¬ 
lar,  la  vesiculisation  de  la  membrane  plasmique 
ne  met  visiblement  pas  en  jeu  le  feutrage  tres 
caracteristique  du  a  la  clathrine  (voir  figure  6.22). 
Chez  le  rat  nouveau-ne,  le  transport  des  anticorps 
contenus  dans  le  lait  maternel,  a  travers  l'epithe- 
lium  intestinal,  met  aussi  en  jeu  ce  phenomene  de 
transcytose.  Des  recepteurs  specifiques,  fixant  les 


Cliche  montrant  I'intense  formation  de  vesicules 
d'endocytose  non  recouvertes  et  schema  simplifie 
illustrant  le  phenomene  de  transcytose 
Ces  vesicules  sont  ici  impliquees  dans  la  transcytose  au 
sein  des  cellules  endotheliales  de  capillaires  sanguins. 
Noter  que  les  vesicules  d'endocytose  ne  sont  pas  diri- 
gees  vers  les  lysosomes,  mais  directement  envoyees  vers 
une  autre  membrane  de  la  cellule,  avec  laquelle  elles 
fusionnent. 

Grossissement  x  60  000.  (Labo  BG,  Orsay). 


anticorps  sur  la  face  absorbante  des  enterocytes, 
sont  ici  endocytes  par  des  vesicules  recouvertes  de 
clathrine.  Apres  passage  a  travers  les  endosomes, 
l'exocytose  a  lieu  sur  la  face  baso-laterale  de  la  cel¬ 
lule,  au  niveau  de  laquelle  les  anticorps  se  deta- 
chent  de  leurs  recepteurs. 

3.3  Phenomene  de  phagocytose 


C'est  le  mecanisme  par  lequel  des  particules  de 
grande  ou  tres  grande  taille  sont  absorbees  par  les 
cellules  :  les  vesicules  ainsi  formees  sont  appelees 
phagosomes.  Apres  fusion  avec  les  lysosomes  pri- 
maires,  elles  donneront  les  phagolysosomes,  au 
sein  desquels  le  materiel  ingere  sera  degrade  ; 
cette  question  sera  traitee  lors  de  l'etude  des  lyso¬ 
somes  (chapitre  7).  La  phagocytose  est  une  forme 
d' alimentation  courante  chez  les  Protistes  et  chez 
de  nombreux  Invertebres  inferieurs  :  Cnidaires, 
Eponges...,  qui  possedent  des  cellules  specialisees 
pratiquant  une  digestion  intracellulaire.  Chez  les 
Vertebres  inferieurs,  ce  phenomene  existe  dans  le 
cas  de  certains  Poissons,  pour  lesquels  la  digestion 
dans  le  tractus  digestif  n'est  pas  totalement  extra- 
cellulaire  (alors  qu'elle  est  la  regie  chez  les 
Mammiferes,  par  exemple).  Chez  les  Animaux 
superieurs,  la  phagocytose  est  reservee  a  certains 
types  de  cellules  sanguines  specialisees  dans  la 
defense  de  l'organisme  ou  dans  l'elimination  des 
cellules  senescentes,  endommagees  ou  mortes  ;  le 
mecanisme  membranaire  implique  dans  ce  proces¬ 
sus  sera  decrit  dans  le  chapitre  7. 

Contrairement  a  la  pinocytose,  qui  se  produit 
de  fa  con  continue  (phenomene  constitutif),  il  s'agit 
d'un  mecanisme  induit  et  controle,  car  des  signaux 
doivent  etre  envoyes  vers  l'interieur  de  la  cellule 
afin  que  les  elements  assurant  l'enveloppement 
cytoplasmique  se  mettent  en  place.  La  cytologie 
montre  que  des  elements  du  cytosquelette  contri- 
buent  en  effet  a  ce  phenomene  car  un  reseau  dense 
d'actine,  excluant  tous  les  autres  organites  du  hya- 
loplasme,  entoure  les  phagosomes  ;  en  outre,  les 
drogues  qui  empechent  la  polymerisation  de 
l'actine,  telles  que  la  cytochalasine  (voir  cha¬ 
pitre  11),  inhibent  la  phagocytose  et  non  la  pinocy¬ 
tose.  On  pense  que  la  clathrine  pourrait,  dans  une 
certaine  mesure,  intervenir  aussi  dans  ce  processus 
d'absorption.  Le  declenchement  de  la  phagocytose 
est  sous  la  dependance  de  stimuli  chimiques  ;  en 
effet,  si  on  cultive  des  Protozoaires  cilies,  tels  que 
Tetrahymena,  dans  un  milieu  de  culture  contenant 
uniquement  des  petites  molecules  organiques,  ils 
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ne  forment  pas  de  vacuoles  digestives.  L'appari- 
tion  de  ces  organites  n'a  lieu  que  si  on  ajoute  des 
polypeptides  a  ce  milieu.  De  meme,  les  leucocytes 
qui  phagocytent  les  hematies  ne  s'attaquent 
qu'aux  cellules  agees  ou  mortes,  mais  pas  a  celles 
jeunes  et  en  « bonne  sante»  ;  le  mecanisme  de  cette 
reconnaissance  n'est  pas  encore  connu. 


3.4  Phenomenes  d'exocytose 
et  de  bourgeonnement 


3.4.1.  Exocytose 


Toutes  les  cellules  eucaryotiques  ont  la  faculte 
de  secreter  divers  composes  dans  le  milieu  exte- 
rieur.  Ceux-ci  ont  plusieurs  destinees  :  soit  ils  res¬ 
tent  etroitement  accroches  a  la  membrane 
plasmique  (glycocalyx),  soit  ils  constituent  une 
matrice  extracellulaire  emplissant  les  espaces 
libres  entre  les  cellules,  soit  ils  sont  emis  dans  le 
milieu  interieur  (hormones)  ou  dans  le  tractus 
digestif  (enzymes)...,  si  on  se  limite  aux  Animaux  ! 
Dans  ces  cellules,  ce  sont  des  vesicules  specialisees 
de  transport  qui  acheminent  leur  contenu  vers  la 
membrane  plasmique,  ainsi  que  de  nouveaux 
composants  de  la  membrane  elle-meme,  a  la  suite 
d'un  phenomene  de  fusion  des  bicouches  lipi- 
diques. 

L'origine  de  ces  molecules  et  le  phenomene 
d'exocytose  seront  decrits  en  detail  lors  de  l'etude 
de  la  synthese  proteique  et  du  transit  intracellu- 
laire  de  ces  molecules,  dans  le  chapitre  9.  Nous 
nous  contenterons  ici  d'annoncer  les  deux  grandes 
voies  que  l'on  distingue  classiquement : 

-  la  voie  de  secretion  constitutive,  par  laquelle 
certaines  proteines  secretees  ou  membranaires, 
ainsi  que  des  phospholipides,  sont  continuelle- 
ment  achemines  vers  la  membrane  plasmique, 
au  moyen  de  petites  vesicules  ; 

-  la  voie  de  secretion  provoquee,  dans  laquelle 
des  vesicules  de  stockage  sont  mises  en  oeuvre  ; 
celles-ci  ne  fusionnent  avec  la  membrane  que 
lorsque  la  cellule  a  regu  un  signal  extracellulaire 
bien  precis. 


Nous  nous  contenterons  ici  d'illustrer  ce  pheno¬ 
mene  par  un  exemple  d'exocytose  provoquee  un 
peu  particulier,  qui  completera  les  exemples  clas- 
siques  developpes  dans  le  chapitre  9,  a  savoir  la 
cellule  de  pancreas  exocrine  ou  la  cellule  calici- 
forme  a  mucus  de  l'intestin  (voir  encart  suivant). 


Encart  biomedical 

Secretion  de  l'histamine 

et  reaction  inflammatoire 
Les  mastocytes  sont  des  cellules  particulieres  de 
la  lignee  sanguine,  situees  dans  le  tissu  conjonc- 
tif,  qui  fabriquent  et  liberent  l'histamine  (un 
derive  de  l'acide  amine  histidine)  ;  celle-ci  est 
stockee  dans  de  grosses  vesicules  contenant 
egalement  des  proteoglycanes,  qui  la  fixent.  Ce 
compose  est  responsable  de  la  reaction  inflam¬ 
matoire  :  certains  stimuli  (infection  locale,  lesion 
tissulaire...)  provoquent  la  liberation  rapide, 
par  exocytose,  du  contenu  de  ces  vesicules  dans 
les  espaces  extracellulaires,  ce  qui  a  pour  effet 
de  dilater  les  vaisseaux  sanguins.  La  liberation 
d'histamine  est  la  cause  de  la  rougeur  locale 
observee  au  niveau  de  la  peau  et  des  deman- 
geaisons,  dans  le  cas  d'une  irritation  ou  d'une 
piqure  d'insecte. . .  ;  elle  est  aussi  responsable  des 
reactions  allergiques  :  asthme,  rhume  des  foins, 
urticaire...  Une  consequence  importante  de 
l'augmentation  de  permeabilite  des  vaisseaux 
est  le  passage  dans  les  tissus  de  proteines 
seriques  (albumine,  anticorps...)  et  de  cellules 
defensives  (globules  blancs  phagocytaires). 

On  montre  sur  ces  cellules  que  le  mecanisme  de 
l'exocytose  n'implique  pas  une  reponse  globale 
de  la  cellule,  car  celle-ci  ne  se  produit  pas  neces- 
sairement  au  niveau  de  toute  leur  surface  mem- 
branaire.  Ceci  n'est  obtenu  que  lorsque  le  ligand 
qui  stimule  le  phenomene,  par  l'intermediaire 
de  recepteurs  specifiques,  peut  agir  simultane- 
ment  sur  toute  la  surface  cellulaire  (lorsqu'il  est 
dissous  dans  le  milieu,  par  exemple).  Quand  le 
stimulus  n'est  applique  que  sur  une  partie  de 
cette  surface  (par  exemple  si  le  ligand  a  ete 
adsorbe  sur  une  bille  de  verre  ou  de  plastique), 
c'est  a  ce  niveau  seulement  que  se  fera  l'exocy¬ 
tose.  Apres  reception  du  signal,  la  reponse 
intracellulaire  est  done  tres  localisee  :  des  terri- 
toires  isoles  de  membrane  reagissent  indepen- 
damment  de  leurs  voisins.  Cette  propriety 
rappelle  un  peu  ce  qui  sera  dit  plus  tard  pour  la 
phagocytose  (voir  chapitre  7). 


Pour  conclure  ce  point,  il  faut  se  souvenir  que 
toute  exocytose  doit  etre  compensee  par  une  endo- 
cytose,  afin  que  la  surface  membranaire  reste 
constante  ;  c'est  une  des  fonctions  permanentes  des 
multiples  vesicules  d'endocytose  que  la  cytologie 
met  en  evidence.  On  mesure  l'importance  du  pro- 
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cessus  lorsqu'on  sait  par  exemple  qu'une  cellule 
pancreatique,  stimulee  pour  secreter  ses  enzymes 
digestives,  libere  brutalement  l'equivalent  d'envi- 
ron  900  pm2  de  membranes  (celles  entourant  les 
granules  de  zymogene  ;  voir  chapitre  9)  au  niveau 
de  la  membrane  plasmique  de  sa  face  apicale  ;  or, 
la  surface  de  celle-ci  (30  pm2  environ)  reste  evi- 
demment  inchangee  au  cours  du  processus  ! 

3.4.2.  Bourgeonnement 

Le  bourgeonnement  est  defini  comme  remis¬ 
sion  d'une  vesicule  a  l'exterieur  d'un  comparti- 
ment  membranaire  ;  il  represente  en  fait 
exactement  l'inverse  de  l'endocytose.  Ce  meca- 
nisme  est  tres  developpe  au  sein  des  cellules  euca- 
ryotiques,  ou  il  constitue  un  moyen  capital  de 
transport  de  molecules  d'un  compartiment  a  un 
autre.  Les  vesicules  ayant  bourgeonne  a  partir 
d'un  compartiment  donneur  fusionnent  avec  un 
compartiment  receveur,  a  la  maniere  de  l'exocy- 
tose  decrite  plus  haut.  C'est  le  cas,  par  exemple,  de 
la  formation  des  vesicules  de  transition  qui  assu- 
rent  un  flux  de  membranes  du  reticulum  endo- 
plasmique  vers  l'appareil  de  Golgi  (sacs 
cis-golgiens),  des  vesicules  transitant  entre  les  sac¬ 
cules  golgiens,  ou  bien  des  vesicules  d'exocytose 
emises  par  le  reseau  transgolgien  (voir  chapitre  9). 

En  fait,  il  ne  se  produit  jamais  de  bourgeonne- 
ment  au  niveau  de  la  membrane  plasmique,  a 
l'exception  des  phenomenes  de  production  des 
particules  virales,  et  d'un  cas  tres  particulier  de 
secretion,  decrit  plus  loin.  Il  existe  en  effet,  autour 
de  certains  Virus  (qui  sont  des  entites  non  cellu- 
laires  ;  voir  chapitre  1),  une  structure  membranaire 
typique  derivee  de  la  membrane  plasmique  de  la 
cellule-hote,  liee  a  leur  mode  de  sortie  a  travers 
celle-ci  (voir  chapitre  15).  Dans  les  cellules  des 
glandes  mammaires  des  Mammiferes,  la  secretion 


des  globules  graisseux  du  lait  implique  un  meca- 
nisme  tres  particulier,  dit  apocrine  ;  les  goutte- 
lettes  de  triglycerides  accumulees  dans  le 
hyaloplasme  sont  en  effet  progressivement  enve- 
loppees  dans  des  evaginations  de  la  membrane 
plasmique  qui  finissent  par  se  pincer  et  se  separer 
de  la  cellule.  En  dehors  de  cet  exemple  de  bour¬ 
geonnement  typique,  la  production  et  l'emission 
plus  ou  moins  anarchique  de  vesicules  par  la 
membrane  plasmique  semblent  etre,  au  contraire, 
la  manifestation  de  phenomenes  pathologiques  et 
annonciateurs  d'une  fin  proche. 

3.5  Passage  direct  de  proteines 

a  travers  la  membrane  cytoplasmique 
chez  les  Bacteries 


Il  existe,  chez  les  Bacteries,  une  possibilite  de 
franchissement  de  la  membrane  cytoplasmique 
par  des  proteines  en  cours  de  synthese  (ou  apres 
celle-ci).  Ces  micro-organismes  ont  en  effet  la 
capacite  a  secreter  des  macromolecules  dans  le 
milieu  exterieur,  mais  le  mode  de  secretion  mis  en 
oeuvre  est  tres  particulier  et  fondamentalement 
different  de  l'exocytose  qu'on  vient  de  decrire 
chez  les  Eucaryotes.  Les  proteines  sont  en  effet :  1) 
soit  litteralement  «injectees»  a  travers  la  bicouche, 
au  cours  de  leur  polymerisation  par  des  ribosomes 
accoles  a  la  face  interne  de  la  membrane  plas¬ 
mique,  2)  soit  progressivement  «dissoutes»  dans 
la  bicouche,  grace  a  certains  de  leurs  domaines 
hydrophobes,  avant  d'etre  reconstituees  puis  ren- 
dues  fonctionnelles  a  l'exterieur  de  la  cellule.  Nous 
analyserons  en  detail  le  premier  de  ces  deux  meca- 
nismes  lors  de  l'etude  de  la  synthese  des  proteines 
au  niveau  du  reticulum  endoplasmique  rugueux, 
chez  les  Eucaryotes,  car  celui-ci  est  base  sur  des 
principes  similaires  (voir  chapitre  9). 
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Perspective  biomedicale 


La  mucoviscidose 


Cette  maladie  genetique  recessive  grave,  car  encore 
letale,  touche  les  enfants  et  les  jeunes  adultes  ;  elle 
est  relativement  repandue  en  Europe  et  Amerique 
du  Nord,  ou  elle  affecte  environ  un  individu  sur 
2500,  mais  est  plus  rare  dans  les  autres  groupes 
humains.  Cette  proportion  elevee  d'homozygotes 
s'explique  par  le  fait  qu'un  individu  sain  sur  25  est 
heterozygote  pour  ce  gene,  c'est-a-dire  porte  une 
copie  mutante  du  gene  responsable  de  la  maladie 
(porteurs  sains). 

Les  manifestations  cliniques  de  la  maladie  sont 
multiples  :  1)  les  voies  respiratoires  sont  encom- 
brees  par  de  gros  paquets  de  mucus  tres  difficiles 
a  evacuer,  ce  qui  entraine  des  difficultes  respira¬ 
toires  ;  il  s'en  suit  egalement  des  infections  chro- 
niques  des  poumons  conduisant  a  leur  deterioration 
progressive  ;  2)  le  tractus  intestinal,  le  pancreas,  les 
voies  genitales  et  les  glandes  sudoripares  sont  ega¬ 
lement  affectes.  L'esperance  de  vie  ne  depasse  pas 
une  trentaine  d'annees  ;  les  progres  des  traite- 
ments  medicaux  (la  kinesitherapie,  pour  faciliter  le 
drainage  des  voies  respiratoires,  les  antibiotiques 
pour  juguler  les  infections  et  les  substituts 
d'enzymes  digestives)  ameliorent  cependant  le 
confort  des  malades  et  augmentent  significative- 
ment  leur  duree  de  vie. 

De  fait,  toutes  les  fonctions  touchees  concernent 
des  processus  secretaires  (mucus,  enzymes,  sueur), 
ce  qui  a  mis  les  chercheurs  sur  la  piste  d'une  ano- 
malie  cellulaire  d'un  transport  membranaire.  La 
production  d'un  mucus  anormalement  epais  par 
les  cellules  epitheliales  bronchiques,  ou  d'une 
sueur  tres  salee  par  la  peau,  est  en  fait  bee  a  une 
anomalie  du  transport  du  chlore,  comme  l'ont 
montre  les  cultures  in  vitro  de  cellules  de  patients, 
des  1984.  Le  defaut  de  sortie  du  chlore  des  cellu¬ 
les  concemees  entraine  un  deficit  de  sortie  d'eau  et 
done  une  viscosite  elevee  des  secretions. 

Le  gene  responsable  de  la  maladie  (250  kbases  ; 
26  exons)  a  ete  identifie  en  1989.  II  est  situe  sur  le 
bras  long  du  chromosome  7 ;  l'etude  de  sa  sequence 


a  montre  qu'il  code  pour  un  transporteur  pro- 
teique  de  type  ABC  (voir  page  154).  Ce  canal 
chlore  porte,  dans  deux  domaines  intracellulaires, 
un  site  de  liaison  a  l'ATP  ;  son  fonctionnement 
necessite  la  phosphorylation  d'un  autre  domaine 
regulateur  et  la  fixation  de  deux  ATP  qui,  apres 
hydrolyse,  permettent  son  ouverture.  La  parti- 
cularite  de  ce  transporteur  ABC,  par  rapport  a  tous 
les  autres,  est  qu'il  est  regule  par  TAMP  cyclique, 
via  une  kinase  evoquee  plus  haut. 

La  base  moleculaire  de  la  maladie  est  maintenant 
bien  connue  :  plusieurs  centaines  de  mutations 
dans  le  gene  ont  ete  identifiees,  mais  la  mutation 
la  plus  frequente  est  une  deletion  de  trois  bases 
conduisant  a  l'absence  d'un  acide  amine.  Selon  la 
nature  et  la  position  de  la  mutation,  les  conse¬ 
quences  sont  plus  ou  moins  invalidantes  :  dans  les 
cas  les  plus  graves,  la  proteine  canal  n'est  pas  mise 
en  place  dans  la  membrane  plasmique  (defaut 
d'adressage),  alors  que  dans  les  formes  plus 
legeres,  une  proteine  moins  efficace  que  la  forme 
normale  est  correctement  positionnee  dans  la  cel¬ 
lule.  Les  tests  de  depistage  des  couples  a  risque 
sont  desormais  possibles  grace  a  l'utilisation  de 
sondes  moleculaires,  et  un  conseil  genetique  est 
mis  en  place. 

La  therapie  genique,  qui  consiste  a  remplacer  le 
gene  defectueux  par  une  copie  normale  dans  les 
cellules,  a  ete  envisagee  des  1993  ;  l'acces  aux  cel¬ 
lules  deficientes  des  voies  respiratoires  su- 
perieures  est  en  effet  aise  via  des  aerosols.  Deux 
voies  d'apport  des  genes  aux  cellules  sont  testees  : 
1)  la  voie  virale,  dans  laquelle  des  adenovirus  ser- 
vent  de  vecteurs  d'ADN  et  apportent  la  copie  nor¬ 
male  du  gene  (integree  a  leur  genome  «desarme» 
et,  2)  la  voie  des  liposomes  qui,  en  fusionnant  avec 
la  membrane  plasmique  des  cellules  epitheliales 
bronchiques,  deversent  les  genes  normaux  qu'ils 
transportaient.  Par  ailleurs,  des  traitements  medi¬ 
caux  utilisant  des  drogues  stimulant  l'ouverture 
d'autres  canaux  chlore,  sont  a  l'etude. 
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Resume 


La  membrane  plasmique  presente  l'architecture 
classique  de  toutes  les  membranes  biologiques, 
mais  sa  structure  est  souvent  caracterisee  par  une 
asymetrie  marquee,  liee  a  l'existence  d'un  revete- 
ment  polysaccharidique  extracellulaire  :  le  glyco- 
calyx.  Si  cette  membrane  est  avant  tout  une 
barriere  physique  entre  le  cytoplasme  et  le  milieu 
exterieur,  elle  constitue  aussi  un  lieu  d'echanges 
intenses  de  matiere  entre  ces  deux  compartiments. 

La  diffusion,  qui  regit  tous  les  echanges  spontanes 
de  matiere  dans  la  nature,  s'applique  a  ceux  exis- 
tant  entre  la  cellule  et  son  environnement.  L'etude 
de  la  permeabilite  des  bicouches  lipidiques  artifi- 
cielles  permet  d'evaluer  l'importance  des  echanges 
lies  a  la  diffusion  lipophile,  et  fait  ressortir  la 
necessity  de  proteines  pour  assurer  le  transport  de 
la  plupart  des  composes  organiques  ou  des  ions 
que  les  cellules  doivent  importer  ou  exporter.  Le 
transport  de  l'eau,  par  exemple,  se  fait  directement 
a  travers  la  bicouche  et  au  moyen  de  transporteurs 
plus  ou  moins  specialises,  parmi  lesquels  les  plus 
recemment  identifies  sont  les  aquaporines. 

La  diffusion  facilitee  implique  des  proteines  por- 
teuses  dont  le  fonctionnement  general  est  caique 
sur  celui  des  enzymes  classiques.  Les  permeases 
sont  diverses  et  tres  nombreuses  ;  leur  role  est  fon- 
damental  car  elles  assurent  une  grande  partie  des 
echanges  de  petites  molecules  organiques  entre  la 
cellule  et  son  milieu.  Ce  mode  de  diffusion 
s'applique  aussi  au  mouvement  des  ions,  dont  les 
roles  sont  essentiels  dans  de  nombreuses  activites 
cellulaires,  et  qui  utilisent  des  proteines  speci- 
fiques  appelees  canaux  ioniques.  Les  transporteurs 
actifs  primaires  (ou  pompes)  assurent  uniquement 
le  transport  des  ions,  contre  leur  gradient  de 
concentration  et  consomment  pour  cela  diverses 


sources  d'energie,  dont  la  plus  courante  est  l'ATP  ; 
certains  fonctionnent  avec  d'autres  sources  d'ener¬ 
gie,  telles  que  les  reactions  d'oxydoreduction,  ou 
meme  la  lumiere.  Les  divers  transporteurs  actifs 
secondaires  utilisent  les  gradients  ioniques  de  Na+ 
et  de  H+  crees  par  les  pompes  pour  transporter  des 
composes  organiques  ou  mineraux  contre  leur  gra¬ 
dient  de  concentration. 

Le  transfert  de  macromolecules  ou  de  particules 
vers  l'interieur  ou  l'exterieur  de  la  cellule  met  en 
oeuvre  respectivement  l'endocytose  ou  l'exocytose. 
Ces  processus  impliquent  l'intervention  de  vesi- 
cules  qui,  soit  se  forment  au  niveau  de  la  mem¬ 
brane  cytoplasmique,  en  emportant  un  peu  du 
milieu  exterieur,  soit  fusionnent  avec  elle  et 
s'ouvrent  a  l'exterieur,  quand  elles  ont  une  origine 
interne. 

La  pinocytose  se  realise  le  plus  souvent  grace  a  des 
recepteurs  membranaires  qui  reconnaissent  et  cap- 
tent  des  macromolecules  specifiques  en  concentra¬ 
tion  parfois  tres  faible  dans  le  milieu  exterieur. 
Apres  l'interiorisation  des  vesicules  portant  les 
recepteurs  charges,  le  compartiment  endosomal 
joue  un  role  capital  dans  le  devenir  des  particules 
absorbees  et  des  recepteurs  qui  les  ont  captees.  Ce 
compartiment  trie  en  general  ces  derniers  et  les 
renvoie  vers  la  membrane  plasmique,  tandis  qu'il 
dirige  les  produits  absorbes  vers  les  lysosomes  ou 
une  digestion  intracellulaire  a  lieu. 

La  phagocytose,  qui  est  un  processus  a  vocation 
nutritive  ou  defensive,  permet  1' absorption  de  par¬ 
ticules  de  grande  taille  ;  elle  met  en  jeu  des  meca- 
nismes  originaux.  Tous  ces  processus  traduisent 
un  renouvellement  permanent  et  intense  de  la 
membrane  plasmique,  que  ne  suggerent  pas  la 
plupart  des  approches  cytologiques. 
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QROC 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  a  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Qu'appelle-t-on  «glycocalyx»  ?  par  quelles  techniques  met-on  en  evidence  cette  structure  ? 

2.  Decrire  une  experience  classique  permettant  de  demontrer  la  fluidite  de  la  membrane  cytoplas- 
mique  des  cellules  animales  en  culture. 

3.  Donner  et  justifier  la  formule  exprimant  l'intensite  d'un  flux  net  lie  au  phenomene  de  diffusion  (loi 
de  Fick). 

4.  Quelles  conclusions  peut-on  tirer  des  experiences  historiques  de  Overton  et  Collander,  en  ce  qui 
concerne  la  penetration  des  substances  non  electrolytes  dans  les  cellules  ? 

5.  Enoncer  les  principales  regies  regissant  le  transport  des  molecules  organiques  a  travers  les 
bicouches  lipidiques  artificielles. 

6.  Qu'appelle-t-on  « osmose »  ?  dans  quelles  conditions  observe-t-on  les  phenomenes  nommes  «plas- 
molyse  et  turgescence »,  dans  les  cellules  ? 

7.  Qu'appelle-t-on  «aquaporine»  ? 

8.  Sur  quel  principe  les  canaux  ioniques  fonctionnent-ils  ?  combien  de  categories  principales  de  canaux 
connait-on  ? 

9.  Qu'appelle-t-on  «  diffusion  facilitee»  ?  en  quoi  celle-ci  se  distingue-t-elle  de  la  « diffusion  simple »  ? 
quelles  sont  les  caracteristiques  majeures  de  ces  transports  ? 

10.  Quelle  est  l'organisation  moleculaire  et  le  mode  de  fonctionnement  d'un  transporteur  membranaire 
assurant  une  diffusion  facilitee  ? 

11.  Rappeler  le  principe  de  fonctionnement  d'un  transporteur  actif  primaire.  Citer  les  principales 
pompes  connues  chez  les  Animaux  et  les  Vegetaux. 

12.  Qu'appelle-t-on  « transporteur  de  type  ABC»,  et  en  quoi  ces  molecules  se  distinguent-elles  des 
autres  transporteurs  actifs  ? 

13.  Pourquoi  la  bacteriorhodopsine  de  Halobacterium  est-elle  une  molecule  remarquable  au  plan  structu¬ 
ral  et  physiologique  ? 

14.  Rappeler  le  principe  de  fonctionnement  d'un  transporteur  actif  secondaire.  Citer  les  plus  connus  de 
ces  transporteurs. 

15.  Que  sont  les  ionophores  et  quel  est  leur  interet  pour  un  biologiste  ? 

16.  Par  quels  processus  est  assure  le  passage  des  macromolecules  et  des  particules  a  travers  la  mem¬ 
brane  cytoplasmique  chez  les  Eucaryotes  ? 

17.  Qu'appelle-t-on  «vesicules  recouvertes»  ?  quel  est  le  role  de  la  clathrine  dans  leur  formation  ? 

18.  Donner  une  definition,  et  rappeler  les  principales  caracteristiques  des  recepteurs  membranaires,  en 
prenant  l'exemple  de  celui  des  LDL. 

19.  Qu'est-ce  que  la  «transcytose»  ?  Donner  un  exemple  de  cellules  ou  ce  mode  de  transport  est  particu- 
lierement  developpe. 

20.  Comment  peut-on  estimer  l'intensite  du  flux  membranaire  mis  en  oeuvre  dans  les  cellules  prati- 
quant  l'endocytose  ?  quelles  valeurs  obtient-on  pour  des  cellules  en  culture  ? 

21.  Quelle  difference  de  mecanisme  existe-t-il  entre  l'exocytose  et  le  bourgeonnement  ?  Donner  un 
exemple  de  processus  impliquant  ce  dernier  mecanisme. 

22.  Qu'appelle-t-on  « compartiment  endosomal»  ?  quel  est  son  role  par  rapport  au  devenir  des  recep¬ 
teurs  charges  ayant  fait  l'objet  d'une  endocytose  ? 
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Chapitre  7 

NUTRITION  ET  CROISSANCE 

DES  CELLULES 

Utilisation  des  metabolites 
et  accumulation  des  reserves 


La  theorie  de  la  continuite  cellulaire,  enoncee  il 
y  a  150  ans,  implique  que  les  cellules  sont  capables 
de  croissance  et  de  multiplication  (voir  chapitre  2). 
L'activite  chimique  de  ces  dernieres  consiste 
essentiellement  dans  la  synthese  de  nouveaux 
materiaux  destines  a  assurer  le  renouvellement 
constant  de  leurs  constituants  vieillissants,  et  a 
preparer  la  generation  suivante.  Rares  sont  les 
exemples  de  cellules  qui  se  divisent  sans  accroitre 
prealablement  la  masse  de  leur  cytoplasme,  et 
lorsque  ce  phenomene  se  produit,  il  reste  limite 
dans  le  temps  (voir  chapitre  12).  Apres  avoir  ana¬ 
lyse  la  fagon  dont  les  cellules  absorbent  les  ele¬ 
ments  du  milieu  a  travers  leur  membrane 
plasmique,  nous  allons  etudier  dans  ce  chapitre 
comment  elles  les  utilisent  pour  elaborer  les  mole¬ 
cules  specifiques  de  leurs  structures  et  construire 
leur  propre  matiere. 

Il  ne  s'agit  pas  de  donner  ici  le  detail  des  innom- 
brables  reactions  constituant  le  catabolisme  ou 
l'anabolisme,  mais  de  rappeler  et  surtout  localiser 
les  principales  voies  metaboliques,  souvent  uni- 
verselles,  dans  lesquelles  s'engagent  les  molecules 
simples  qui  servent  d'aliments  aux  cellules.  A  par- 
tir  de  ces  metabolites,  que  l'on  appelle  nutriments, 
les  cellules  tirent  a  la  fois  l'energie  et  les  chainons 
carbones  indispensables  a  la  synthese  de  leurs 
macromolecules.  Les  voies  etudiees  dans  ce  cha¬ 
pitre  se  deroulent  essentiellement  au  sein  du  hya- 


loplasme,  bien  qu'elles  puissent  faire  intervenir 
ponctuellement,  chez  les  Eucaryotes,  des  organites 
complexes  tels  que  les  mitochondries  ou  les 
plastes.  Deux  autres  compartiments  majeurs  impli- 
ques  dans  tous  les  phenomenes  lies  au  stockage  et 
a  l'utilisation  des  metabolites,  seront  aussi  etudies 
a  cette  occasion  :  les  lysosomes  et  les  vacuoles. 


Qu'il  s'agisse  de  cellules  osmotrophes  ou  phago- 
trophes,  la  fourniture  en  molecules  ou  particules 
alimentaires  n'est  pas  toujours  assuree  de  fagon 
constante.  Un  des  mecanismes  permettant  la  survie 
des  organismes  consiste  alors  dans  l'accumulation 
de  reserves  de  matieres  generalement  organiques, 
parfois  minerales,  le  plus  souvent  sous  forme  de 
macromolecules  ;  celles-ci  sont  utilisables  en 
periode  de  disette,  apres  degradation.  Dans  le  cas 
des  etres  unicellulaires,  la  disponibilite  en  aliments 
est  essentiellement  soumise  aux  aleas  de  l'environ- 
nement  et  chaque  cellule  a  l'aptitude  a  accumuler 
des  reserves.  Chez  les  organismes  complexes,  seuls 
certains  tissus  sont  specialises  dans  cette  fonction 
de  stockage,  ainsi  que  dans  la  redistribution  des 
produits  de  degradation.  Apres  avoir  decrit  les 
differentes  structures  plus  ou  moins  specialisees, 
representant  des  molecules  de  reserve  au  sein  des 
cellules,  nous  etudierons  brievement  les  meca¬ 
nismes  biochimiques  de  leur  synthese  et  de  leur 
mobilisation. 
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1.  UTILISATION 
DES  NUTRIMENTS  POUR 
LA  CROISSANCE  CELLULAIRE 


Chez  les  organismes  heterotrophes  osmotr- 
ophes,  les  metabolites  de  base  :  sucres  et  acides 
amines,  sont  deja  «tout  faits»  quand  ils  sont  absor- 
bes  par  les  cellules  grace  aux  transporteurs  mem- 
branaires  signales  dans  le  chapitre  precedent  ;  il 
suffit  done  a  celles-ci  de  les  repolymeriser  pour 
fabriquer  des  macromolecules  specifiques.  Dans  le 
cas  des  phagotrophes,  les  particules  ou  les  macro¬ 
molecules  absorbees  doivent  etre  decomposees  en 
molecules  simples,  en  general  par  hydrolyse. 

En  revanche,  les  autotrophes  fabriquent  de 
toutes  pieces  leurs  metabolites  a  partir  des  elements 
mineraux  du  milieu  :  les  sucres  simples,  fournis 
par  la  photosynthese,  constituent  les  chainons  car- 
bones  servant  de  base  pour  fabriquer,  entre  autres, 
des  acides  amines,  apres  fixation  de  NH3  (par  ami- 
nation  ou  transamination).  Dans  tous  les  cas,  les 


nutriments  peuvent  aussi  provenir  des  reserves 
que  les  cellules  ont  accumulees,  en  periode  de  sur- 
abondance,  sous  forme  de  macromolecules. 

Les  animaux  obtiennent  les  molecules  neces- 
saires  a  la  construction  de  leurs  cellules  (sucres 
simples,  acides  amines,  acides  gras,  . . .)  a  partir  des 
aliments  qu'ils  absorbent  et  qu'ils  digerent.  Ils  sont 
aussi  capables  de  synthetiser,  grace  a  leur  equipe- 
ment  enzymatique,  un  certain  nombre  de  ces 
molecules  a  partir  des  chainons  carbones  simples 
(acetyl,  par  exemple)  que  leur  metabolisme  ela- 
bore.  Cependant,  ne  sachant  pas  fabriquer  la  tota¬ 
lity  des  molecules  dont  leurs  cellules  ont  besoin, 
ces  organismes  ont  des  exigences  absolues  et  spe¬ 
cifiques  en  un  certain  nombre  de  substances  orga- 
niques  que  l'alimentation  doit  leur  apporter.  C'est 
le  cas  pour  trois  categories  de  composes  :  les  acides 
amines  essentiels,  les  acides  gras  essentiels  et  les 
vitamines  (voir  encart  biomedical  suivant). 

Les  mecanismes  moleculaires  de  polymerisation 
des  proteines  et  des  acides  nucleiques  a  partir  de 
leurs  monomeres  sont  traites  respectivement  dans 
les  chapitres  4  et  12. 


Encart  biomedical 
Les  vitamines  et  autres  nutriments  essentiels 


On  a  identifie,  parmi  les  exigences  alimentaires 
de  l'Homme,  huit  acides  amines  essentiels  :  Lys, 
Val,  Leu,  lieu.  Met,  Phe,  Thr  et  Try.  Si  une  nourri- 
ture  d'origine  animale  les  fournit  tous,  aucun  ali¬ 
ment  vegetal  ne  contient  les  huit  ensemble.  Dans 
un  regime  a  base  vegetale,  il  faut  associer  judi- 
cieusement  les  plantes  afin  qu'elles  completent 
leurs  apports.  Les  cereales  sont  pauvres  en  lysine 
et  en  isoleucine,  alors  que  les  legumineuses  sont 
pauvres  en  methionine  et  tryptophane.  Dans 
toutes  les  societes  traditionnelles  anciennes,  les 
alimentations,  faiblement  carnees,  etaient  equili- 
brees  en  acides  amines  :  mais  et  haricots  en 
Amerique  du  Sud,  ble  et  pois  chiches  en  Afrique 
du  Nord,  riz  et  soja  en  Asie,  par  exemple  (une 
cereale  et  une  legumineuse). 

Si  nous  sommes  capables  de  fabriquer  la  majority 
de  nos  acides  gras,  certains  doivent  absolument 
etre  fournis  par  notre  alimentation.  Les  deux 
acides  gras  essentiels  sont  l'acide  linoleique  et 
l'acide  a  linolenique  (tous  deux  a  18  carbones  et 
poly-insatures,  notes  respectivement  co6  et  co3). 
Ils  sont  abondants  dans  les  huiles  vegetales  : 


colza,  tournesol,  mais,  noix,  ...  Ces  molecules 
interviennent  dans  la  constitution  des  phospholi- 
pides  membranaires  et  de  certaines  hormones  ; 
leur  role  est  done  primordial. 

Un  autre  groupe  de  molecules  essentielles  est 
represente  par  les  vitamines,  dont  nos  besoins 
sont  infimes,  tres  inferieurs  a  ceux  des  molecules 
precedentes.  Elies  entrent  en  general  dans  la 
constitution  des  coenzymes,  necessaries  au  fonc- 
tionnement  de  nombreuses  enzymes  ;  on  en 
compte  15.  Certaines  sont  des  donneurs  ou  des 
accepteurs  de  groupements  chimiques,  d'autres 
interviennent  dans  des  processus  d'oxydoreduc- 
tion.  A  titre  d'exemples,  on  citera  :  la  flavine  (vit. 
B2),  qui  entre  dans  la  constitution  du  LAD  et  du 
FMN,  l'acide  nicotinique  (vit.  B3),  que  Ton  trouve 
dans  le  NAD+  ou  le  NADP+,  l'acide  pan- 
thotenique  (vit.  B5)  trouve  dans  le  Coenzyme  A, 
etc.  Cette  liste  varie  selon  les  especes  animales  ; 
l'acide  ascorbique,  par  exemple  (vit.  C)  est  fabri- 
que  par  la  plupart  des  Mammiferes,  mais  pas  par 
l'Homme  et  les  singes. 
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1.1,  Degradation  des  glucides 
au  sein  du  hyaloplasme 


Les  glucides  constituent  le  nutriment  energe- 
tique  par  excellence  ;  leur  degradation  permet  la 
formation  des  liaisons  riches  trouvees  dans  l'ATP, 
qui  seront  utilisees  a  tous  les  niveaux  du  metabo- 
lisme  et  des  activites  cellulaires.  La  glycolyse  et  la 
voie  des  hexoses-monophosphates  constituent  le 
coeur  du  catabolisme,  mais  ces  voies  assurent  aussi 
d'autres  fonctions  importantes  ;  elles  fournissent 
en  particulier  des  metabolites  intermediaires  qui 
participent  a  l'elaboration  des  constituants  macro- 
moleculaires  des  cellules  (anabolisme).  Nous  ne 
rappelons  ici  que  les  donnees  essentielles  de  bio- 
chimie  sur  le  sujet,  en  mettant  l'accent  sur  les 
aspects  cellulaires,  et  plus  specialement  les  compar¬ 
tments  mis  en  jeu  chez  les  Eucaryotes. 

1.1.1.  La  glycolyse  et  la  fourniture  d'energie. 
Les  fermentations 

La  glycolyse  est  une  voie  pratiquement  univer- 
selle  dans  le  monde  vivant  ;  elle  consiste  en  une 
serie  de  reactions  qui  convertissent  une  molecule 
de  glucose  (C6  H12  Os)  en  deux  molecules  d'acide 
pyruvique  (CH3  CO  COOH),  avec  production 
simultanee  d'ATP.  Ce  systeme  fonctionne  aussi 
bien  en  aerobiose  qu'en  anaerobiose,  mais  la  desti- 
nee  du  pyruvate  differe  selon  la  presence  ou  1' ab¬ 
sence  de  02.  Dans  le  premier  cas,  sa  degradation 
est  complete,  par  oxydation  en  C02  et  H20,  apres 
prise  en  charge  par  le  cycle  de  Krebs  et  les  proces¬ 
sus  de  phosphorylation  oxydative  :  c'est  la  respira¬ 
tion  ;  chez  les  Eucaryotes,  celle-ci  se  deroule  au 
sein  des  mitochondries  (voir  chapitre  10).  Dans  le 
deuxieme  cas,  le  pyruvate  sert  d'accepteur  final 
d'electrons,  ce  qui  est  a  l'origine  de  fermentations 
variees.  Ces  processus  de  degradation  so  nt  tres 
incomplets,  mais  ils  permettent  le  recyclage  des 
coenzymes  reduits,  indispensables  au  deroule- 
ment  continu  de  la  glycolyse. 

Cette  voie  est  peut-etre  la  plus  ancienne  des 
voies  du  metabolisme  energetique,  car  les  premiers 
organismes  sont  apparus  sur  la  Terre  alors  que 
l'atmosphere  ne  contenait  pas  encore  d'02.  Dans 
des  conditions  aerobies,  cette  sequence  degradative 
est  devenue  une  simple  phase  preparatoire  a  l'oxy- 
dation  complete  du  glucose,  beaucoup  plus  effi- 
cace  au  plan  du  rendement  energetique  ;  elle  reste 
cependant  un  systeme  de  securite  chez  la  plupart 
des  cellules,  lorsque  1'02  fait  defaut  pour  des 
periodes  breves. 


•  On  distingue  dans  la  glycolyse  dix  etapes  bio- 
chimiques  allant  du  glucose  a  l'acide  pyruvique 
(ou  pyruvate)  qui  se  deroulent  toutes  en  phase 
soluble,  dans  le  hyaloplasme  des  cellules  proca- 
ryotiques  ou  eucaryotiques  (voir  figure  7.1).  Cette 
sequence  de  reactions,  dont  tous  les  intermediaires 
sont  des  composes  phosphoryles,  comprend  deux 
grandes  periodes.  La  premiere  (trois  etapes)  com¬ 
prend  des  reactions  de  phosphorylation  du  glu¬ 
cose,  apres  consommation  d'ATP  ;  la  deuxieme 
conduit  a  la  formation  de  liaisons  a  haut  potentiel 
energetique,  puisque  deux  molecules  d'ATP  sont 
synthetisees  a  partir  de  chaque  triose-phosphate 
obtenu  dans  la  phase  precedente.  II  semble  para¬ 
doxal  de  commencer  par  consommer  de  l'ATP, 
pour  en  produire  ensuite  ;  en  fait,  cette  strategie 
conduit  a  fabriquer  un  compose  active  :  le  fructose 
1-6  diphosphate,  qui  est  aisement  dive  en  deux 
moities,  chacune  etant  phosphorylee. 

La  premiere  reaction  de  la  deuxieme  phase  est 
une  etape  cruciale  d'oxydoreduction  mettant  en  jeu 
le  transporteur  d'electrons  nomme  NAD+  (reduit 
en  NADH)  et  du  phosphate  inorganique,  et  per- 
mettant  l'obtention  du  compose  nomme  1-3  bis- 
phosphoglycerate  (oxydation  phosphorylante).  Ce 
dernier,  qui  possede  un  potentiel  de  transfert  stan¬ 
dard  du  groupe  phosphate  tres  eleve,  est  une 
molecule  « riche  en  energie»  permettant  la  phos¬ 
phorylation  de  l'ADP  en  ATP.  Un  deuxieme  com¬ 
pose  riche  en  energie,  forme  dans  la  glycolyse,  est 
le  phosphoenolpyruvate,  qui  est  lui  aussi  utilise 
pour  la  formation  d'une  molecule  d'ATP.  Ces  deux 
reactions  specifiques  de  la  glycolyse  sont  fonda- 
mentalement  differentes  de  celles  qui  sont  a  l'ori- 
gine  de  l'ATP  dans  les  mitochondries,  en  aerobiose 
(voir  chapitre  10).  On  parle  ici  de  phosphorylation 
au  niveau  du  substrat,  pour  traduire  l'idee  que  ce 
sont  des  mecanismes  enzymatiques  banals  qui 
sont  en  jeu,  c'est-a  dire  ne  necessitant  pas  de  struc¬ 
tures  cellulaires  particulieres,  ni  d'oxygene  libre. 

L'observation  majeure,  apres  cette  analyse,  est 
que  la  degradation  du  substrat  initial  est  tres 
incomplete,  puisque  celui-ci  n'a  subi  en  fait  qu'un 
clivage  et  deux  deshydrogenations  ;  comme  la 
deuxieme  phase  de  la  glycolyse  conduit  a  la  for¬ 
mation  de  deux  ATP  par  triose-phosphate  obtenu 
au  cours  de  la  premiere  (2  x  2),  le  bilan  energe¬ 
tique  net  de  l'operation  est  de  deux  ATP  formes  par 
glucose  consomme.  La  quantite  d'energie  chimique 
conservee  dans  le  pyruvate  reste  considerable,  car 
ces  deux  ATP  representent  seulement  2  %  de 
l'energie  disponible  dans  les  liaisons  du  glucose. 
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Figure  7.1 

Schema  simplifie  de  la  glycolyse 
On  distingue  deux  grandes  periodes  au  sein  de  cette 
voie  de  degradation  du  glucose.  La  premiere  correspond 
a  des  etapes  de  phosphorylation  des  sucres,  tandis  que 
la  seconde  conduit  a  la  production  d'ATP. 

La  decouverte  de  la  glycolyse  revient  aux  freres  Buchner 
(1892)  qui  ont  montre  que  la  fermentation  alcoolique  se 
produisait  en  l'absence  de  cellules  (dans  des  extraits 
acellulaires),  contrairement  a  ce  que  pensait  Pasteur. 


•  En  l'absence  d'O,,  le  pyruvate  forme  par  la 
glycolyse  est  repris  dans  diverses  reactions  que 
Ton  rassemble  sous  le  nom  de  fermentations.  Les 


plus  connues  d'entre  elles  sont  la  fermentation 


alcoolique,  dont  le  principal  agent  est  la  levure  de 
biere,  et  la  fermentation  lactique,  qui  se  produit 
dans  le  muscle  et  chez  de  nombreuses  Bacteries 
(voir  figure  7.2).  Malgre  leur  diversite,  il  faut  com- 
prendre  que  ces  mecanismes  ont  une  seule  signifi¬ 
cation  biochimique  :  la  regeneration  des  coenzymes 
reduits  (ici,  le  NADH),  par  deversement  de  leurs 
electrons  sur  un  accepteur  organique.  C'est  la 
seule  condition  pour  que  la  glycolyse  puisse  fonc- 
tionner  de  maniere  continue  et  fournir  de  l'ener- 
gie,  puisqu'il  n'y  a  pas  de  stocks  importants  de  ce 
coenzyme  sous  la  forme  oxydee.  En  presence  cl  'O , 
les  coenzymes  reduits  produits  dans  le  hyalo- 
plasme  sont  reoxydes  au  sein  des  mitochondries, 
en  meme  temps  que  ceux  issus  de  la  degradation 
du  pyruvate.  De  nombreuses  autres  fermentations, 
produisant  des  composes  tels  que  des  alcools  : 
propanol,  butanol,  ou  des  acides  :  acetique,  pro- 
pionique,  butyrique,  sont  decrites  chez  divers 
micro-organismes  ;  certaines  derivent  aussi  du 
cycle  des  HMP,  etudie  plus  loin. 


1.1.2.  La  voie  des  hexoses  monophosphate 

(HMP)  ET  LA  FOURNITURE  DE  POUVOIR 

REDUCTEUR 

Ce  systeme  de  reactions,  parfois  appele  voie 
des  pentoses  phosphate,  est  lui  aussi  universel ;  il 
s'agit  d'un  cycle  oxydatif  complexe,  entierement 
hyaloplasmique,  partant  du  glucose  6-phosphate 
pour  aboutir  a  deux  intermediaires  de  la  glycolyse  : 
le  fructose  6-phosphate  et  le  3-phosphoglyceralde- 
hyde.  La  premiere  etape  est  une  decarboxylation 
oxydative  qui  conduit  a  former  un  compose  a 
5  carbones  :  le  ribulose  5  phosphate.  Ce  pentose  est 
tres  important  dans  le  metabolisme,  car  il  est  un 
precurseur  du  ribose  5-phosphate  et  done  des 
nucleotides,  que  Ton  trouve  aussi  bien  dans  les 
macromolecules  telles  que  TARN  ou  l'ADN,  que 
dans  la  constitution  de  nombreux  coenzymes  : 
NAD(P)+,  FAD,  FMN,  coenzyme  A,  etc. 

Le  detail  des  reactions  chimiques  ne  sera  pas 
decrit  ici,  mais  le  bilan  de  cette  voie  doit  etre 
donne  :  si  Ton  part  de  6  molecules  de  glucose  (C6) 
qui  sont  decarboxylees,  cela  equivaut  a  en  degra¬ 
der  completement  une  (6  CCL).  Dans  le  meme 
temps,  12  molecules  de  NADPH,  dont  le  role  sera 
precise  plus  loin,  sont  obtenues  a  partir  de 
12  NADP+.  Les  composes  en  C5  qui  ne  sont  pas 
diriges  vers  l'anabolisme  servent  a  reconstituer,  a 
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Figure  7.2 

Reactions  chimiques 
impliquees  dans  les  fermenta-  @ 
tions  alcoolique  et  lactique 
Noter  que  le  NADH  produit 
dans  la  glycolyse  sert  dans  les 
deux  cas  a  reduire  le  produit  (b) 
final  de  la  chaine  :  le  pyru¬ 
vate.  II  y  a  une  production  de 
C02  dans  la  fermentation 
alcoolique. 
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travers  une  serie  complexe  de  clivages,  d'intercon- 
versions,  d'isomerisations  et  de  condensations  suc- 
cessives,  des  trioses  ou  des  hexoses  appartenant  a 
la  glycolyse  (voir  figure  7.3).  Ces  reactions,  qui 
mettent  en  jeu  des  composes  phosphoryles  inhabi- 
tuels  en  C4  et  en  C7,  forment  un  ensemble  tres  voi- 
sin  de  celui  qui  existe  dans  le  stroma  des 
chloroplastes,  et  qui  participe  a  la  fixation  du  C02 
dans  les  molecules  organiques  (cycle  de  Calvin- 
Benson). 

A  la  difference  du  NADH  produit  par  la  glyco¬ 
lyse,  qui  est  essentiellement  oxyde  au  cours  de  la 
respiration,  le  role  du  NADPH  produit  dans  le 
cycle  des  HMP  est  de  fournir  des  atomes  de  H  et 
des  electrons  pour  la  synthese  de  molecules 
reduites,  telle  que  celle  des  lipides,  qui  en 
«  consomme »  beaucoup.  La  signification  biolo- 
gique  de  cette  voie  est  illustree,  chez  les  Mammi- 
feres  par  exemple,  par  le  fait  qu'elle  est  tres  active 
dans  le  tissu  adipeux  ou  la  glande  mammaire  en 
lactation,  et  au  contraire  tres  faible  dans  le  muscle. 

1.2  Synthese  et  degradation  des  acides 
amines  au  sein  du  cytoplasme. 

Notion  d'integration  du  metabolisme 


La  voie  glycolytique  a  une  double  fonction  puis- 
qu'elle  sert,  d'une  part,  a  degrader  le  glucose  pour 
en  tirer  de  l'energie  et,  d'autre  part,  a  alimenter  le 
metabolisme  intermediaire  en  precurseurs  Carbo¬ 
nes,  en  particulier  pour  la  synthese  de  nombreux 
acides  amines.  A  l'inverse,  elle  participe  aussi  de 
faqon  importante  a  la  degradation  de  ces  derniers, 
a  travers  un  processus  nomme  gluconeogenese, 
qui  permet  aussi  de  recycler  d'autres  composes  afin 
d'en  tirer  toute  l'energie  chimique.  Cet  exemple 
simple  suffit  a  montrer  comment  le  metabolisme 
energetique  et  le  metabolisme  intermediaire  sont 
etroitement  interconnectes  au  sein  du  catabolisme. 


x6  glucose  (§d) 


@  © 


Figure  7.3 

Schema  simplifie  de  la  voie  des  hexoses  monophosphate 
Apres  deux  reactions  d'oxydoreduction,  diverses  inter¬ 
conversions  se  deroulent  au  cours  de  cette  voie,  mettant 
en  jeu  des  composes  en  C3,  C4,  C5,  C6  et  C7.  Ce  metabo¬ 
lisme  est  branche  sur  celui  des  nucleotides  via  le  ribose 
5-phosphate.  Cette  voie  a  ete  decouverte  apres  la  glyco¬ 
lyse  et  le  cycle  de  Krebs,  et  analysee  a  partir  des  annees  40. 
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1.2.1.  Glycolyse  et  synthese  des  acides  amines 

Les  20  acides  amines  des  proteines  sont  synthe- 
tises  grace  a  autant  de  chaines  de  biosynthese  dif¬ 
fer  entes,  dont  beaucoup  sont  extremement 
complexes  et  ne  peuvent  etre  decrites  ici.  Certaines 
d'entre  elles  utilisent  comme  precurseurs  carbones 
des  intermediaires  de  la  glycolyse,  ainsi  que  l'acide 
pyruvique.  L'acide  3-phosphoglycerique,  par 
exemple,  est  a  la  base  de  la  fabrication  de  la  serine 
et  du  glycocolle.  De  meme,  le  phosphoenolpyru- 
vate  est  a  l'origine  des  acides  amines  aromatiques 
(tyrosine,  phenylalanine  et  tryptophane).  Enfin, 
l'acide  pyruvique  permet  la  synthese  de  l'alanine, 
de  la  valine,  de  la  leucine  et  de  l'isoleucine.  La  loca¬ 
lisation  cellulaire  de  ces  voies  est  partiellement  ou 
totalement  hyaloplasmique. 

Le  cycle  de  Krebs,  qui  sera  etudie  dans  le  cha- 
pitre  10,  est  a  la  fois  la  plaque  tournante  du 
catabolisme  et  le  fournisseur  des  metabolites  ser¬ 
vant  a  fabriquer  tous  les  autres  acides  amines,  en 
particulier  grace  a  deux  de  ses  intermediaires  :  les 
acides  a  cetoglutarique  et  oxaloacetique.  Le  pre¬ 
mier  est  particulierement  important,  car  il  est  le 
seul  compose  qui  permette,  chez  les  Animaux,  une 
fixation  directe  de  NH4+  sur  un  chainon  carbone, 
en  dormant  l'acide  glutamique.  Ce  dernier  sert  de 
donneur  de  groupe  amine  et  est  a  l'origine  directe 
ou  indirecte  (par  transamination  :  transfert  de  son 
NH3  sur  un  acide  a  cetonique)  de  tous  les  acides 
amines,  y  compris  ceux  utilisant  les  precurseurs  de 
la  glycolyse  signales  plus  haut. 

1.2.2.  Gluconeogenese 

Un  bon  exemple  de  collaboration  metabolique 
entre  compartiments  cellulaires,  et  d'integration 
des  activites  chimiques  dans  la  cellule  est  celui  de 
la  synthese  de  glucose  a  partir  de  precurseurs  non 
glucidiques,  ou  gluconeogenese  ;  celle-ci  implique 
en  effet  le  fonctionnement  conjoint  de  la  glycolyse 
et  du  cycle  de  Krebs.  Chez  les  Vertebres,  cette  voie 
se  deroule  surtout  dans  le  foie  et  a  un  moindre 
degre  dans  les  reins.  Chez  l'Homme,  les  reserves 
glucidiques  (glucose  circulant  et  glycogene  hepa- 
tique)  sont  suffisantes  pour  permettre  un  seul  jour 
de  jeune  glucidique.  Sachant  que  le  cerveau  est  le 
tissu  qui  consomme  le  plus  de  glucose,  il  faut  abso- 
lument,  au-dela  de  cette  duree,  que  ce  nutriment 
soit  fabrique  a  partir  de  sources  non  glucidiques. 

Bien  que  la  gluconeogenese  soit  definie  comme 


la  voie  convertissant  le  pyruvate  en  glucose, 
d'autres  points  d'entree  sont  possibles  le  long  de 
celle-ci.  Chez  les  Animaux,  les  principales  mole¬ 
cules  qui  l'alimentent  sont :  le  glycerol,  l'acide  lac- 
tique  et  surtout  les  acides  amines.  L'origine  de  ces 
metabolites  est  la  suivante  :  1)  le  glycerol,  qui  est 
issu  de  l'hydrolyse  des  triglycerides,  est  oxyde  en 
dihydroxyacetone-P  (intermediaire  de  la  glyco¬ 
lyse)  ;  2)  le  lactate  d'origine  fermentaire  (dans  les 
muscles,  par  exemple),  est  converti  en  pyruvate 
par  oxydation,  au  cours  d'une  reaction  inverse  de 
celle  de  la  fermentation  ;  s'il  n'etait  pas  ainsi  meta¬ 
bolise,  ce  compose  serait  un  cul-de-sac  de  l'activite 
cellulaire  ;  3)  la  plupart  des  acides  amines  peuvent 
etre  egalement  transformes  en  pyruvate  ou  oxaloa- 
cetate,  a  la  suite  de  transaminations.  Chez  certains 
Vegetaux,  il  existe  une  possibility  d'utiliser  les 
lipides  pour  fabriquer  des  sucres,  grace  a  la  gluco¬ 
neogenese  (voir  chapitre  10). 

Chez  les  heterotrophes,  les  acides  amines  appor- 
tes  en  exces  par  l'alimentation  (par  rapport  aux 
besoins  lies  a  la  synthese  des  proteines)  ne  peu¬ 
vent  faire  l'objet  d'un  stockage,  comme  c'est  le  cas 
pour  les  glucides  ou  les  lipides  (voir  plus  loin). 
N'etant  pas  non  plus  excretes,  ils  sont  en  fait 
d'abord  desamines  (par  transamination)  et  conver- 
tis  en  chainons  carbones  qui  rejoignent  les  voies 
du  catabolisme  (voir  chapitre  10).  Par  ailleurs, 
toutes  les  cellules  renouvellent  en  permanence 
leurs  proteines  et  fournissent  ainsi  des  acides  ami¬ 
nes  libres,  dont  une  partie  est  dirigee  vers  la  gluco¬ 
neogenese,  en  cas  de  jeune  glucidique.  Les  points 
d'entree  des  chainons  derives  des  acides  amines 
sont  multiples,  et  situes  aussi  bien  dans  la  glyco¬ 
lyse  que  dans  le  cycle  de  Krebs  (voir  la  figure  7.4). 

Au  plan  biochimique,  et  en  simplifiant,  deux 
points  importants  sont  a  retenir  : 

-  la  gluconeogenese  n'est  pas  « l'inverse »  de  la  gly¬ 
colyse  ;  il  existe  en  effet  le  long  de  celle-ci  des 
reactions  pratiquement  irreversibles  qu'il  faut 
contourner  (reactions  n°  1,  3  et  9  du  schema  de  la 
figure  7.1).  Pour  etre  thermodynamiquement  pos¬ 
sible,  la  conversion  du  pyruvate  en  glucose 
exige,  au  total,  la  consommation  de  deux  mole¬ 
cules  riches  en  energie  :  1  GTP  et  1  ATP ; 

-  le  passage  du  pyruvate  au  phosphoenolpyruvate 
implique  l'intervention  des  mitochondries  a 
deux  niveaux  :  la  reaction  :  pyruvate  — »  oxaloa- 
cetate,  et  le  fonctionnement  a  rebours  du  cycle 
de  Krebs  au  niveau  de  l'etape  :  NADH  +  oxaloa- 
cetate  <->  malate.  Des  transporters  specifiques 
de  la  membrane  mitochondriale  interne  inter- 
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Figure  7.4 

Production  par  les  acides  amines  de  chatnons  carbones  rejoignant  la  glycolyse  et  le  cycle  de  Krebs 

Noter  les  trois  points  d'entree  permettant  leur  degradation  :  pyruvate,  acetyl-CoA  et  acides  du  cycle  tricarboxylique. 


viennent  dans  ce  systeme  au  niveau  des 
echanges  de  pyruvate  et  de  malate  entre  hyalo- 
plasme  et  mitochondrie  ;  cette  membrane  est  en 
effet  impermeable  a  l'oxaloacetate,  intermediaire 
oblige  qui  n'a  pas  de  transporteur  propre,  et  ceci 
est  resolu  par  le  systeme  complexe  decrit  dans  la 
figure  7.5. 


2.  ACCUMULATION  ET 
DEGRADATION  DES  RESERVES 
CHEZ  LES  PROCARYOTES  ET 
LES  EUCARYOTES 

L'anabolisme,  qui  conduit  a  la  synthese  de  nou- 
velle  matiere  vivante,  permet  non  seulement  le 
renouvellement  de  celle-ci  et  la  croissance  cellu- 
laire,  mais  aussi  la  production  de  reserves  alimen- 
taires  et  energetiques  ;  celles-ci  seront  utilisees 
ulterieurement  par  les  cellules,  en  cas  de  penurie. 
Apres  degradation,  elles  fournissent  aux  cellules 
des  metabolites  que  l'on  retrouve  le  plus  souvent 
dans  les  voies  du  catabolisme  energetique.  Les 
reserves  se  presentent  en  general  sous  forme  de 
macromolecules  insolubles  dans  l'eau  ;  celles-ci 
constituent  en  effet  un  mode  de  stockage  efficace 
de  monomeres,  car  elles  n'augmentent  pas  la  pres- 


sion  osmotique  interne  des  cellules,  comme  le  ferait 
une  quantite  equivalente  de  monomeres  en  solu¬ 
tion  (composes  osmotiquement  inertes). 

2.1  Structures  de  reserve 

chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes 


Les  macromolecules  servant  de  reserve  presen¬ 
tent  une  composition  chimique  tres  variee  ;  elles 
peuvent  former  des  structures  rencontrees  directe- 
ment  dans  le  hyaloplasme,  ou  bien  etre  accumu- 
lees  au  sein  d'organites  specialises,  derivant  le 
plus  souvent  d'organites  classiques,  mais  dont  le 
fonctionnement  est  devie  dans  le  sens  d'un  stoc¬ 
kage  a  court  ou  long  terme.  La  nature  des  reserves 
depend  done  non  seulement  du  type  cellulaire, 
mais  aussi  de  son  etat  physiologique,  de  son  age  et 
de  nombreux  parametres  environnementaux. 

2.1.1.  Reserves  accumulees  au  sein 

DU  HYALOPLASME 

Les  cellules  accumulent,  directement  au  sein  de 
leur  hyaloplasme,  des  materiaux  organiques  (et 
inorganiques)  constituant  generalement  des  reser¬ 
ves  d'energie,  mais  aussi  des  reserves  de  charnons 
carbones  pour  alimenter  l'anabolisme.  Lorsque  ces 
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Figure  7.5 

Principe  de  la  gluconeogenese 

Ce  schema  met  en  evidence  ses  rapports  avec  la  glycolyse 
et  localise  ses  principales  etapes  au  sein  de  la  cellule. 
Noter  Tintervention  obligatoire  des  mitochondries  dans 
la  transformation  du  pyruvate  en  phosphoenolpyruvate. 


substances  forment  des  structures  atteignant  une 
taille  suffisante,  elles  deviennent  visibles  au  micro¬ 
scope  ;  on  les  nomme  parfois  enclaves  inertes, 
leur  ensemble  formant  le  paraplasme.  Elles  se  pre¬ 
sented  sous  forme  de  granulations  ou  de  goutte- 


lettes  non  limitees  par  des  membranes,  dont  on 
peut  identifier  la  nature  precise  grace  a  des  tests 
cytochimiques,  tels  que  le  test  a  l'APS,  qui  sera 
decrit  plus  loin.  Chez  les  Vegetaux,  on  inclut  par¬ 
fois  la  paroi  dans  le  paraplasme. 

•  Chez  les  Bacteries,  lorsque  les  sources  alimen- 
taires  sont  abondantes  et  equilibrees,  il  n'y  a  pas 
d'accumulation  de  reserves  ;  seules  une  croissance 
active  et  une  mutiplication  cellulaire  sont  alors 
observees.  En  revanche,  dans  un  milieu  riche  en 
substrat  carbone  mais  deficient  en  azote,  elles  ten- 
dent  a  accumuler  des  polymeres  qui  represented 
jusqu'a  50  %  du  poids  sec  des  cellules.  Selon  leur 
composition  et  leur  role  physiologique,  on  dis¬ 
tingue  trois  types  de  composes  :  1)  des  polymeres 
organiques,  qui  servent  de  reserve  de  carbone  et 
d'energie,  2)  des  polymeres  inorganiques,  et  3)  du 
soufre  elementaire,  plus  rarement  du  fer. 

Les  macromolecules  organiques  sont  le  plus 
souvent  representees  par  le  glycogene,  parfois 
l'amidon  ou  l'acide  poly-p-hydroxybutyrique, 
visibles  sous  forme  de  granules  dans  le  cyto- 
plasme.  Les  deux  premiers,  dont  la  composition 
sera  rappelee  plus  loin,  sont  des  formes  de  stoc- 
kage  du  glucose  (polysaccharides)  ;  le  dernier  est 
un  compose  non  lipidique  mais  fixant  cependant 
les  colorants  specifiques  des  graisses.  Chez  les 
Bacteries,  la  nature  des  reserves  est  en  general 
caracteristique  d'une  espece  ou  d'un  groupe,  et  elle 
constitue  souvent  un  bon  critere  taxinomique.  Par 
exemple,  le  glycogene  est  rencontre  chez  les 
Enterobacteries  ou  les  Cyanobacteries,  les  Bacteries 
pourpres  accumulent  a  la  fois  le  glycogene  et 
l'acide  poly-[3-hydroxybutyrique,  etc. 

La  volutine  est  un  polymere  inorganique  (poly¬ 
phosphate),  qui  est  utilise  comme  reserve  d'ortho- 
phosphate,  pour  la  fabrication  des  acides 
nucleiques,  par  exemple.  Ce  compose  specifique 
des  Bacteries  se  presente  sous  forme  de  granula¬ 
tions  colorables  en  rouge  par  le  bleu  de  toluidine. 
Chez  les  Sulfobacteries  photosynthetiques  pour¬ 
pres,  qui  utilisent  l'H2S  comme  donneur  d'elec- 
trons,  on  observe  des  granules  de  soufre  tres 
refringents,  au  sein  du  cytoplasme,  resultant  de 
l'oxydation  de  ce  dernier.  Ils  y  sont  accumules 
lorsque  l'H2S  est  abondant,  et  constituent  une 
reserve  d'energie  car  le  soufre  peut  egalement  etre 
oxyde  en  sulfates  (voir  figure  7.6).  Des  observa¬ 
tions  equivalentes  sont  faites  chez  les  Bacteries  qui 
stockent  et  oxydent  le  fer.  Enfin,  une  reserve 
d'azote,  sous  la  forme  d'acides  amines  polymeri¬ 
ses  en  longs  polypeptides,  organises  en  grosses 
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Figure  7.6 

Bacteries  pourpres  photosynthetiques 
Remarquer  la  presence  de  granules  de  soufre  dans  le 
cytoplasme  (genre  Thiospirillum).  (Cliche  Labo  BG,  Orsay). 


inclusions  cytoplasmiques  :  la  cyanophycine,  est 
presente  chez  les  Cyanobacteries. 

•  Chez  les  Eucaryotes,  les  composes  de  reserve 
accumules  dans  le  hyaloplasme  sont  essentielle- 
ment  constitues  par  le  glycogene  et  les  lipides. 

Le  glycogene  est  un  homopolyoside  insoluble 
dans  l'eau,  non  reducteur  et  fortement  ramifie 
(masse  moleculaire  >  10s  Da)  ;  il  est  forme  de 
molecules  de  glucose  associees  par  des  liens  a 
1  — >  4,  formant  des  chaines  de  11  a  18  unites  qui 
portent  des  branchements  lateraux  formes  de  la 
meme  facon,  unis  par  des  liaisons  a  1  — >  6.  En  rai¬ 
son  de  sa  ressemblance  structurale  avec  l'amylo- 
pectine,  qui  est  un  element  de  l'amidon,  on 
l'appelle  parfois  «amidon  animal »,  bien  qu'on  le 
trouve  chez  de  nombreux  autres  etres  vivants.  Ce 
compose  est  colorable  en  rouge  bran  par  l'eau 
iodo-ioduree  ;  en  microscopie  ultrastructurale,  il  se 
presente  sous  la  forme  de  petites  rosettes  tres 
opaques  aux  electrons  (voir  figure  7.7).  Chez  les 
Vertebres,  il  est  fortement  accumule  dans  les  hepa- 
tocytes  (fonction  glycogenique  du  foie,  decouverte 
par  Claude  Bernard,  en  1855)  et,  a  un  moindre 
degre,  dans  les  cellules  musculaires  ou  renales.  Il 
existe  aussi  en  abondance  chez  les  Invertebres,  les 
Champignons  et  certaines  Rhodophycees  (Algues 
rouges)  d'eau  douce.  D'autres  polysaccharides 
specifiques  peuvent  etre  rencontres,  tels  que 
l'amidon  dit  florideen,  chez  les  Algues  rouges  ; 
celui-ci  a  une  structure  chimique  differente  de 
l'amidon  ordinaire  et  n'est  pas  synthetise  dans  des 
chloroplastes,  mais  est  present  directement  dans  le 
hyaloplasme.  De  meme,  le  paramylon  est  un  com¬ 
pose  glucidique  formant  de  grosses  inclusions 
dans  les  cellules  des  Euglenophytes. 


Figure  7.7 


Granules  de  glycogene  dans  les  tissus  animaux 

Exemples  de  cellules  observees  en  microscopie  electro- 
nique  :  (1)  cellule  hepatique  ;  (2)  cellule  musculaire 
striee  ;  (3)  aspect  des  rosettes  de  glycogene  apres  purifi¬ 
cation  et  coloration  negative. 

Taille  des  particules  :  30-200  nm  de  diametre.  (Cliches  J. 
Andre,  Labo  BC4,  Orsay). 


L'identification  chimique  des  polysaccharides 
au  sein  des  structures  cellulaires  est  realisee  au 
moyen  d'un  test  cytochimique  specifique  (dit  APS), 
decrit  dans  l'encart  suivant. 

Les  lipides  de  reserve  sont  des  triglycerides, 
c'est-a-dire  des  esters  d'acides  gras  et  de  glycerol. 
La  nature  des  acides  gras,  dont  la  longueur  des 
chaines  hydrocarbonees  et  le  degre  de  saturation 
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Encart  technique 

Detection  des  polysaccharides  par  la  reaction 
a  l'acide  periodique-Schiff  (APS) 

Cette  reaction  permet  de  colorer  specifiquement 
les  polysaccharides  sur  des  coupes  histolo- 
giques.  Celles-ci  sont  traitees  pendant  quelques 
minutes  a  l'acide  periodique  dilue  (I04H)  ;  cet 
oxydant  leger  entraine  la  rupture  de  la  liaison 
covalente  existant  entre  les  carbones  2  et  3  des 
hexoses  sous  la  forme  pyranose,  ce  qui  fait 
apparaitre  une  fonction  aldehydique  reductrice 
sur  chacun  d'eux.  Ces  fonctions  sont  alors  repe- 
rees  grace  a  un  reactif  chimique  specifique  :  le 
reactif  de  Schiff  (fuschine  basique  decoloree  par 
SOz),  qui  se  recolore  a  leur  niveau  en  violet- 
mauve.  La  liaison  entre  ce  dernier  et  la  fonction 
aldehydique  etant  covalente,  la  stcechiometrie 
qui  en  decoule  rend  cette  coloration  quantita¬ 
tive  et  permet  une  mesure  de  la  quantite  de 
molecule  cible,  grace  a  la  cytophotometrie, 
directement  sur  la  coupe  histologique. 

Diverses  experiences  temoins  sont  necessaires 
pour  que  la  demonstration  soit  complete  :  reac¬ 
tion  avec  oxydation,  mais  sans  Schiff,  pour  eva- 
luer  l'eventuelle  presence  de  colorations 
endogenes  ;  sans  oxydation,  mais  avec  Schiff, 
pour  evaluer  la  presence  de  fonctions  aldehy- 
diques  libres  preexistantes.  Les  polysaccharides 
detectes  par  ce  test  constituent  le  plus  souvent 
des  structures  stables  et  de  taille  suffisamment 
importante  pour  pouvoir  etre  visualisees,  dans 
les  cellules,  au  microscope  optique  :  parois  cel- 
lulosiques,  grains  d'amidon,  granules  de  glyco- 
gene  et  glycocalyx.  Ce  protocole  a  ete  adapte 
pour  la  microscopie  electronique  :  un  proteinate 
d'argent  opaque  aux  electrons  se  combine  a  un 
reactif  approprie  des  aldehydes  fixe  sur  les 
molecules  cibles  apres  oxydation. 


varient,  confere  aux  lipides  leurs  proprietes  speci- 
fiques,  en  particulier  la  temperature  de  fusion  : 
plus  les  chaines  sont  courtes  et  insaturees  et  plus 
le  point  de  fusion  est  bas  ;  c'est  le  cas  des  huiles 
(riches  en  acide  oleique  et  linoleique)  par  rapport 
aux  graisses  (riches  en  acide  palmitique  ou  stea- 
rique).  Grace  a  leurs  longues  chaines  hydrocarbo- 
nees,  les  triglycerides  constituent  une  importante 
source  d'energie  dans  le  metabolisme  oxydatif. 
Leur  insolubility  dans  l'eau  fait  qu'ils  occupent  un 
minimum  d'espace  dans  les  cellules,  contrairement 
aux  sucres  qui  existent  sous  une  forme  tres  hydra- 


tee  et  done  moins  condensee.  A  volume  egal,  les 
graisses  ou  les  huiles  representent  6  a  7  fois  plus 
d'energie  que  les  sucres,  et  elles  constituent  des 
reserves  energetiques  par  excellence  chez  les 
Animaux  ou  les  Vegetaux. 

•  Chez  les  Vegetaux,  les  lipides  sont  represen- 
tes  par  les  beurres  et  les  huiles  ;  ils  sont  rencontres 
dans  les  cellules  de  presque  toutes  les  graines, 
sous  forme  d'inclusions  refringentes  (tres  abon- 
dantes  dans  les  graines  et  les  fruits  oleagineux  : 
arachide,  colza,  tournesol,  olive,  noix,  lin,  etc.).  Par 
leur  utilisation  alimentaire,  industrielle  ou  thera- 
peutique,  ils  jouent  un  role  important  dans  l'eco- 
nomie.  Chez  tous  les  Animaux,  on  trouve  aussi 
des  huiles  et  des  graisses  neutres  en  abondance, 
sous  forme  de  gouttelettes  plus  ou  moins  grosses, 
localisees  dans  le  cytoplasme  des  cellules  des  tis- 
sus  adipeux  :  les  adipocytes  (voir  figure  7.8)  ;  par- 


Figure  7.8 

Reserves  lipidiques  dans  un  adipocyte  en  culture 
(1)  Les  gouttelettes  refringentes  au  sein  du  cytoplasme 
representent  des  globules  de  triglycerides.  (2)  Aspect  des 
reserves  lipidiques  en  microscopie  electronique. 

Noter  que  les  globules  ne  sont  pas  limites  par  une  mem¬ 
brane.  (Cliches  Labo  BG  et  J.  Andre,  Labo  BC4,  Orsay). 
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fois  une  seule  grosse  goutte  remplit  pratiquement 
toute  la  cellule.  L'exemple  des  hepatocytes  des 
Vertebres  peut  aussi  etre  rappele,  car  ceux-ci 
contiennent  dans  leur  hyaloplasme,  outre  une 
grande  quantite  de  glycogene,  de  nombreuses 
gouttelettes  de  lipides. 

II  faut  enfin  signaler  le  cas  particulier  du  stoc- 
kage  du  fer,  sous  une  forme  liee  a  une  proteine 
nominee  ferritine,  que  l'on  rencontre  dans  le  cyto- 
plasme  des  cellules  du  foie  ou  de  la  rate,  chez  les 
Vertebres,  ou  bien  chez  les  Vegetaux  et  les  Cham¬ 
pignons  (phytoferritine) 

2.1.2.  Structures  de  reserve  specialisees 

DES  CELLULES  EUCARYOTIQUES 

II  s'agit  de  structures  cellulaires,  limitees  par 
une  ou  deux  membranes,  qui  derivent  d'organites 
classiques  apres  une  specialisation  dans  la  fonc- 
tion  d'accumulation  de  reserves  ;  on  les  observe 
aussi  bien  dans  les  cellules  animales  que  dans  les 
cellules  vegetales. 

•  Les  plaquettes  vitellines  des  ovocytes  de 
nombreux  Animaux  constituent  des  structures  de 
stockage  de  proteines  ou  de  lipoproteines,  le  plus 
souvent  d'origine  exogene.  Ce  sont  des  organites 
de  grande  taille  et  de  densite  elevee,  limites  par 
une  membrane  unique  ;  on  les  trouve  par  exemple 
dans  le  cytoplasme  des  oeufs  des  Vertebres  qui 
sont  riches  en  reserves  (Poissons,  Amphibiens, 
Reptiles  et  Oiseaux),  ou  ils  peuvent  representer 
jusqu'a  85  %  des  proteines  cellulaires.  Les  proteines 
s'y  trouvent  tres  concentrees  et  deshydratees,  dans 
un  etat  pseudocristallin,  de  telle  sorte  qu'on  peut 
observer  un  reseau  geometrique  en  microscopie 
electronique  ;  la  peripherie  d'une  plaquette  vitel¬ 
line  est  constitute  d'une  zone  de  materiel  amorphe 
(voir  figure  7.9).  L'origine  des  proteines  formant 
ces  structures  et  les  mecanismes  qui  president  a 
leur  elaboration  seront  decrits  plus  loin. 

•  Les  amyloplastes  sont  des  plastes  specialises 
rencontres  chez  les  Vegetaux  verts  ;  il  s'agit  de 
plastes  incolores  (sans  pigments  photosynthe- 
tiques)  qui  fabriquent  et  stockent  l'amidon  pour 
de  longues  durees.  Les  grains  d'amidon,  dont  la 
taille  peut  atteindre  150  pm,  ne  sont  rien  d'autre 
que  des  plastes  bourres  de  ce  compose  de  reserve 
glucidique.  Selon  leur  mode  de  formation,  qui  est 
caracteristique  d'espece,  les  grains  d'amidon  ont 
une  forme,  une  taille  et  une  organisation  interne 
bien  particulieres  (voir  figure  7.10).  Outre  les 


graines  amylacees,  ou  ils  sont  tres  abondants 
(cereales),  on  les  trouve  dans  les  tissus  parenchy- 
mateux  de  reserve,  presents  dans  les  tiges,  les 
tubercules  (pomme  de  terre),  les  racines  et  certains 
fruits  tels  que  la  banane.  Ces  organes  permettent 
aux  Vegetaux  de  franchir  la  mauvaise  saison,  tout 
en  assurant  parfois  une  multiplication  vegetative. 
On  rappelle  que  les  chloroplastes  banals  sont 
capables  de  Stocker  l'amidon  pendant  la  journee, 
et  qu'ils  l'hydrolysent  la  nuit  (voir  chapitre  10). 

L'amidon  est  un  homopolyoside  non  reducteur, 
forme  uniquement  de  glucose  ;  il  est  constitue  de 
deux  types  de  molecules  en  proportions  variables 
selon  les  especes  :  l'amylose  (25  %  chez  la  pomme 
de  terre,  5  %  chez  le  mai's)  et  l'amylopectine.  La 
premiere  est  formee  de  longues  chaines  lineaires 
d'unites-glucose  (1  a  4.103  residus)  liees  par  des 
liens  a  1  — »  4  ;  la  seconde  est  une  molecule  tres 
ramifiee,  de  masse  moleculaire  elevee  (jusqu'a 


Figure  7.9 

Plaquettes  vitellines  chez  un  Amphibien 

(1)  Cliche  obtenu  en  microscopie  photonique  (coupe 
d'ovocyte  de  xenope  ;  x  3  500).  (2)  Cliche  obtenu  en 
microscopie  electronique  (plaquette  isolee). 

Noter  la  presence  d'une  partie  centrale  cristallisee,  d'une 
zone  peripherique  amorphe  et  d'une  membrane  limi- 
tante  ;  x  20  000.  (Cliches  Labo  BG,  Orsay). 
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Figure  7.10 

Diversity  des  grains  d'amidon  et  des  amyloplastes 

(1)  Aspects  observes  en  microscopie  photonique. 

(2)  Aspect  en  microscopie  electronique  de  deux  amylo¬ 
plastes  dans  un  grain  de  pollen  de  Streptocarpus. 
Grossissement  x  50  000.  (Cliches  J.  Orcival,  Orsay). 


108  Da),  formee  de  chaines  du  meme  type,  mais 
comportant  de  nombreux  branchements  lateraux 
(liaisons  a  1  — >  6,  tous  les  20-30  residus). 


•  Les  oleoplastes  (ou  elaioplastes)  et  les  proteo- 
plastes  sont  des  plastes  specialises  respectivement 
dans  l'accumulation  de  lipides  et  de  proteines.  En 
marge  de  ces  organites,  on  peut  mentionner  les 
leucoplastes,  non  pigmentes,  qui  sont  observes 
dans  des  cellules  secretrices  d'essences  ou  de 
resines  (chez  le  pin,  par  exemple)  ;  ces  derniers  ne 
semblent  pas  avoir  de  fonction  de  reserve. 


•  Les  parois  epaissies  des  cellules  vegetales  ser- 
vent  parfois  de  lieu  de  stockage  de  glucides,  sous 


forme  de  polysaccharides  particuliers.  Dans  le  cas, 
par  exemple,  de  l'albumen  de  nombreuses  graines  : 
dattier,  et  de  plusieurs  families  :  Liliacees,  Rubia- 
cees,  etc.,  on  trouve  des  polymeres  du  mannose 
(mannanes).  Dans  les  parois  des  cellules  cotyledo- 
naires  des  embryons  de  Legumineuses,  existent 
des  polymeres  a  base  de  glucose,  galactose  et  xylose 
(xyloglucanes).  Tous  ces  composes  sont  hydroly¬ 
ses  lors  de  l'hydratation  de  la  graine,  et  les  pro- 
duits  d'hydrolyse  sont  utilises  par  l'embryon  en 
croissance. 

•  Les  vacuoles  des  cellules  vegetales,  des 
Champignons  et  des  Algues,  mettent  en  reserve 
des  petites  molecules  (sucres,  acides  organiques  et 
acides  amines)  ou  des  macromolecules  (proteines, 
sous  la  forme  des  grains  d'aleurone  dans  certaines 
cellules,  inuline  ;  voir  paragraphe  4.2). 


2.2  Metabolismes  et  mecanismes  conduisant 
a  l'accumulation  des  reserves 


Afin  de  comprendre  l'origine  de  certaines  des 
structures  de  reserve  precedemment  signalees,  il 
est  utile  de  completer  cette  description  par  quel- 
ques  informations  biochimiques.  Seuls  de  simples 
rappels  peuvent  etre  donnes  dans  le  cadre  de  cet 
ouvrage  ;  ils  permettent  cependant  d'illustrer  une 
notion  importante  en  biochimie,  a  savoir  la  neces¬ 
sity  d'un  couplage  entre  des  reactions  thermody- 
namiquement  favorisees  (exergoniques),  comme 
l'hydrolyse  des  molecules  « riches  en  energie»  : 
ATP,  UTP  etc.,  et  des  reactions  qui  consomment  de 
l'energie  (endergoniques),  telles  que  celles  interve- 
nant  dans  l'anabolisme.  La  polymerisation  des 
macromolecules  implique  toujours  en  fait  des  pre- 
curseurs  prealablement  actives  par  des  nucleotides 
(ou  des  nucleotides  eux-memes,  evidemment,  s'il 
s'agit  de  la  synthese  des  acides  nucleiques). 

2.2.1.  Stockage  de  molecules 

A  ROLE  ENERGETIQUE  DIRECT 

II  n'y  a  pas  de  stockage  d'ATP  dans  les  cellules 
ou  les  organismes.  Cette  impossibility  est  liee  au 
fait  qu'une  quantity  considerable  de  celui-ci  doit 
etre  hydrolysee,  pour  assurer  toutes  les  activites 
cellulaires.  Chez  l'Homme,  par  exemple,  on  calcule 
que  la  consommation  quotidienne  de  ce  nucleotide 
est  d'au  moins  40  kg,  d'ou  la  necessity  d'un  renou- 
vellement  constant.  II  existe  cependant  quelques 
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exemples  de  molecules  pouvant  etre  considerees 
comme  des  reserves  directes  d'energie  :  1)  la  phos- 
phocreatine  des  cellules  musculaires  des  Verte- 
bres,  qui  sert  a  recharger  instantanement  l'ADP, 
des  que  l'ATP  est  consomme,  et  avant  qu'il  ait  pu 
etre  reconstitute  par  les  metabolismes  aerobie  ou 
anaerobie  du  muscle  ;  2)  la  phosphoarginine  joue 
le  meme  role  chez  les  Invertebres.  II  est  a  noter  que 
ces  deux  composes  ne  forment  pas  de  structure 
visible  au  sein  des  cellules. 

2.2.2.  Synthese  du  glycogene  et  des  lipides 

•  La  synthese  du  glycogene  a  lieu  dans  le  hyalo- 
plasme  de  nombreuses  categories  de  cellules  ani- 
males  ;  elle  implique  des  enzymes  qui  restent 
associees  a  la  surface  des  granules  formes  par  ce 
polymere  (de  meme  que  les  enzymes  qui  inter- 
viennent  dans  sa  degradation,  comme  nous  le  ver- 
rons  plus  loin).  La  reaction  mise  en  oeuvre  necessite 
en  general  une  courte  amorce  de  glycogene  (glyco¬ 
gene  ),  qui  est  allongee  grace  a  sa  liaison  avec  une 
forme  activee  du  glucose  :  l'UDP-glucose.  Ce  der¬ 
nier  resulte  lui-meme  de  l'action  du  nucleotide 
UTP  (uridine  tri-phosphate)  sur  le  glucose  1 -phos¬ 
phate  (G  1-P),  avec  production  de  pyrophosphate 
(P-Pi).  La  polymerisation  des  chaines  lineaires 
(liaisons  a  1  — >  4)  resulte  done  de  la  sequence  des 
deux  reactions  suivantes  : 

G  1-P  +  UTP  — >  UDP-glucose  +  P-Pi 

UDP-glucose  +  glycogene  — »  UDP  + 
glycogene  n+1 

Ce  mecanisme  recurrent  d'allongement,  catalyse 
par  la  glycogene  synthetase,  doit  etre  complete 
par  l'intervention  d'une  enzyme  de  branchement, 
qui  permet  la  realisation  des  ramifications  (liaisons 
a  1  — »  6) ;  son  mode  d'action  n'est  pas  decrit  ici. 

•  La  synthese  des  lipides  a  egalement  lieu  dans 
le  hyaloplasme.  La  fabrication  des  acides  gras 
implique  un  tres  gros  complexe  enzymatique  : 
l'acide  gras  synthetase,  qui  a  un  diametre  de  plus 
de  20  nm  et  une  masse  moleculaire  de  2,3. 106  Da 
chez  la  levure.  La  chaine  hydrocarbonee  est  allon¬ 
gee  par  addition  sequentielle  de  chainons  acetyle 
(CH3-CO)  fournis  sous  forme  d'acetyl-Co  A,  et 
provenant  indirectement  du  metabolisme  du 
pyruvate  au  sein  des  mitochondries  (voir  chapitre 
10).  Deux  autres  substrats  sont  necessaires  :  le 
NADPH  qui  est  le  donneur  d'electrons  (2  NADPH 
par  cycle),  et  l'ATP  qui  est  le  donneur  d'energie 
pour  assurer  les  liaisons.  Des  chaines  comprenant 


jusqu'a  16  atomes  de  C  sont  ainsi  synthetisees  ;  le 
fonctionnement  de  ce  systeme  enzymatique  est 
d'une  grande  complexity. 

2.2.3.  Synthese  du  saccharose  et  de  l'amidon 

Ce  metabolisme  se  deroule  au  sein  des  cellules 
qui  realisent  la  photosynthese  (voir  chapitre  10). 
Celle-ci  produit  des  trioses-phosphates  qui  sont, 
soit  exportes  hors  du  chloroplaste,  en  empruntant 
un  transporteur  specifique  de  la  membrane  interne 
(un  echange  de  type  antiport  avec  un  ion  phos¬ 
phate),  soit  utilises  dans  le  stroma  pour  fabriquer 
une  macromolecule  de  stockage  a  court  terme  : 
l'amidon,  qui  ne  change  pas  l'osmolarite  du 
contenu  de  l'organite.  Les  trioses,  les  hexoses  et 
surtout  les  disaccharides,  servent  de  moyen  de 
transport  des  sucres  vers  les  organes  non  photo- 
synthetiques  et  heterotrophes  (tissus  profonds  ou 
racines)  ou  ils  sont  oxydes  par  les  mitochondries, 
pour  fournir  l'energie  necessaire  a  la  croissance 
cellulaire.  Dans  le  cas  des  organes  de  reserve, 
cependant,  ils  peuvent  etre  convertis  en  amidon, 
au  sein  des  amyloplastes  signales  plus  haut. 

•  Le  saccharose  est  un  diholoside  non  reduc- 
teur,  tres  soluble  dans  l'eau,  forme  par  la  liaison 
d'un  glucose  et  d'un  fructose.  II  constitue  en  gene¬ 
ral  la  forme  circulante  des  sucres  chez  les  Vege- 
taux,  et  est  considere  comme  l'equivalent  du 
glucose  chez  les  animaux  ;  la  seve  elaboree  qui  le 
transporte  emprunte  la  voie  des  tubes  cribles  du 
phloeme.  Dans  certaines  plantes,  ce  compose  peut 
faire  aussi  l'objet  d'un  stockage  au  sein  des 
vacuoles  de  tissus  specialises  ;  e'est  le  cas  des 
parenchymes  de  la  betterave  sucriere  ou  de  la 
canne  a  sucre  (voir  plus  loin).  Le  saccharose  est 
synthetise  dans  le  hyaloplasme  a  partir  de  glucose 
1-phosphate  et  de  fructose  6-phosphate  (F  6-P)  for¬ 
mes  par  la  photosynthese.  Cette  synthese  implique 
en  outre  l'intervention  d'un  nucleotide  (ici,  l'UTP), 
comme  e'est  le  cas  pour  la  synthese  de  tous  les 
polysaccharides.  On  a  la  serie  de  reactions  suivante  : 

G  1-P  +  UTP  — >  UDP-glucose  +  P-Pi 
UDP-glucose  +  F  6-P  — » UDP  +  saccharose  6-P 
saccharose  6-P  +  H20  — »  saccharose  +  Pi 

De  meme  que  pour  la  synthese  du  glycogene, 
l'energie  de  liaison  contenue  dans  le  glucose  active 
(UDP-glucose)  sert  a  realiser  la  liaison  covalente 
avec  le  fructose. 

•  L'amidon  est  stocke  dans  les  chloroplastes 
lors  des  conditions  de  photosynthese  excessive. 
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mais  la  nuit  il  est  degrade  pour  remplir  les  besoins 
metaboliques  du  vegetal.  Comme  on  l'a  deja  men- 
tionne,  ce  compose  peut  aussi  etre  accumule  dans 
des  organes  qui  ne  font  jamais  la  photosynthese 
eux-memes,  a  partir  du  saccharose  circulant 
(tubercules,  rhizomes,  fruits,  graines).  La  syn these 
de  l'amidon  commence  par  la  conversion  de  G  6-P 
en  G  1-P,  et  elle  necessite  un  nucleotide  qui  est 
dans  ce  cas  l'ATP  ;  le  principe  est  le  meme  que 
pour  la  synthese  du  glycogene  : 

G  1-P  +  ATP  — »  ADP-glucose  +  P-Pi 
ADP-glucose  +  amidonn  — »  ADP  +  amidonn+1 

Cette  reaction,  catalysee  par  Tamylose  synthe¬ 
tase,  allonge  les  chaines  lineaires  d'amylose 
(a  1  — >  4  )  ;  la  synthese  de  l'amylopectine,  poly- 
mere  plus  complexe  ayant  des  branchements  en  a 
1  — >  6,  met  en  jeu  des  mecanismes  semblables  a 
ceux  decrits  pour  la  synthese  du  glycogene. 

2.2.4.  Stockage  de  proteines 

GRACE  A  L'ENDOCYTOSE 


menes  voisins  existent  chez  les  Invertebres  (cer¬ 
tains  Insectes,  par  exemple),  bien  qu'avec  des 
modalites  legerement  differentes. 

2.3  Etapes  initiales  de  la  mobilisation 
des  reserves 


Les  voies  de  degradation  mises  en  oeuvre  ne 
sont  pas  l'inverse  des  voies  de  synthese  qui  ont  ete 
decrites  plus  haut.  Une  telle  situation  est  frequente 
dans  le  metabolisme  et  s'explique  par  le  fait  que 
ceci  permet  une  grande  specificite  et  beaucoup  de 
souplesse,  non  seulement  au  plan  energetique, 
mais  aussi  au  niveau  de  la  regulation  de  certaines 
etapes-clefs  de  ces  voies.  Chez  les  Animaux,  celles- 
ci  sont  sous  le  controle  de  nombreuses  hormones, 
chargees  d'assurer  des  flux  optimaux  de  metabo¬ 
lites  au  sein  de  Torganisme,  et  done  l'homeostasie 
de  ce  dernier.  Nous  rappellerons  tres  brievement 
le  principe  d'un  tel  controle  dans  le  cas  de  la 
degradation  du  glycogene. 


Chez  les  Amphibiens,  par  exemple,  la  proteine 
qui  sert  de  precurseur  aux  constituants  des  pla- 
quettes  vitellines  mentionnees  plus  haut,  est  nom¬ 
inee  vitellogenine  ;  il  s'agit  d'une  enorme 
lipoproteine  phosphorylee,  qui  est  fabriquee  dans 
le  foie  selon  les  mecanismes  classiques  decrits 
pour  les  proteines  secretees  (voir  chapitre  9). 
Apres  passage  dans  le  sang,  la  vitellogenine  est 
conduite  jusqu'aux  follicules  ovariens.  Elle  franchit 
la  paroi  des  capillaires  qui  les  entourent  par  trans- 
cytose,  puis  rentre  dans  les  ovocytes  grace  a  un 
mecanisme  d'endocytose  controlee,  mettant  en  jeu 
des  recepteurs  specifiques  et  des  vesicules  recou- 
vertes  de  clathrine  (voir  chapitre  6).  De  nom¬ 
breuses  vesicules  d'endocytose  contenant  la 
vitellogenine  fusionnent  les  unes  avec  les  autres, 
formant  une  structure  de  grande  taille,  la  pla- 
quette  vitelline,  dont  la  membrane  limitante  derive 
de  la  membrane  plasmique  de  l'ovocyte.  Au  sein 
de  chaque  plaquette,  le  precurseur  subit  des  eve- 
nements  de  clivage  proteolytique,  et  les  proteines 
contenues  dans  les  plaquettes  sont  en  fait  repre¬ 
sentees  par  la  phosvitine  (phosphorylee)  et  la 
lipovitelline  (lipoproteine).  Ces  composes,  qui 
constituent  une  reserve  organominerale  (energie, 
acides  amines  et  acide  phosphorique)  pour  le  futur 
embryon,  seront  digeres  au  sein  de  l'organite  lors 
du  developpement,  grace  a  l'intervention 
d'enzymes  lysosomales  (voir  plus  loin).  Des  pheno- 


2.3.1.  Degradation  des  lipides 

Le  debut  du  processus  de  leur  degradation  se 
deroule  au  sein  du  hyaloplasme,  sous  Taction  de 
lipases  qui  decrochent  tout  d'abord  les  acides  gras 
du  glycerol.  L'oxydation  complete  des  acides  gras, 
apres  leur  decoupage  en  chainons  dicarbones,  a 
lieu  dans  les  mitochondries  ;  elle  sera  examinee 
dans  le  chapitre  10.  Le  glycerol,  quant  a  lui, 
retourne  vers  la  glycolyse,  dans  le  cadre  de  la  glu- 
coneogenese  decrite  plus  haut. 


2.3.2.  Degradation  du  glycogene 

Ce  compose  est  degrade  au  sein  du  hyalo¬ 
plasme  en  G  1-P,  lequel  est  isomerise  en  G  6-P,  qui 
s'engage  dans  la  glycolyse.  La  reaction  consiste  en 
une  phosphorolyse  des  liaisons  a  1  — »  4  ,  grace  a 
une  glycogene  phosphorylase,  avec  intervention 
d'acide  phosphorique  (Pi) : 

glycogene  n+1  +  Pi  — »  glycogene  +  G  1-P 

Comme  cette  degradation  commence  simulta- 
nement  au  niveau  de  toutes  les  extremites  non 
reductrices  de  la  molecule,  et  procede  de  fagon 
sequentielle,  une  grande  quantite  de  glucose  est 
mobilisable  en  tres  peu  de  temps.  A  l'inverse  de  la 
synthese,  une  enzyme  debranchante  est  chargee 
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de  supprimer  les  branchements  dans  la  molecule. 
On  rappelle  ici  que  ces  enzymes  restent  associees 
aux  particules  de  glycogene,  ce  qui  contribue  a 
accelerer  notablement  le  processus  de  degradation. 

La  degradation  du  glycogene  chez  les  Vertebres 
superieurs,  ainsi  que  sa  synthese,  sont  sous  le 
controle  de  la  glycemie  sanguine,  qui  entraine  la 
secretion  de  diverses  hormones  stimulant  ou  inhi- 
bant  l'un  ou  l'autre  de  ces  phenomenes.  Par 
exemple,  en  situation  de  glycemie  elevee,  la  secre¬ 
tion  d'insuline  provoque  l'inactivation  de  la  phos- 
phorylase  et  l'activation  simultanee  de  la  glycogene 
synthetase  au  niveau  du  foie  et  des  muscles  stries  : 
le  glucose  est  alors  dirige  vers  la  synthese  de  gly¬ 
cogene.  En  situation  de  glycemie  basse,  le  gluca¬ 
gon  et  l'adrenaline  ont  des  effets  exactement 
inverses,  et  le  glycogene  fournit  du  glucose  (qui 
est  libere  dans  le  sang,  dans  le  cas  du  foie).  Au 
plan  moleculaire  et  cellulaire,  les  evenements  en 
jeu  sont  d'une  grande  complexite  et  ne  peuvent 
etre  detailles  ici.  En  bref,  une  cascade  de  reactions 
commence  au  niveau  de  la  membrane  plasmique 
des  cellules  concernees,  qui  possede  des  recepteurs 
pour  les  hormones  mentionnees  plus  haut  ;  leur 
reconnaissance  conduit  ( via  la  synthese  d'un  «mes- 
sager  secondaire»  nomme  AMP  cyclique,  ou 
AMPC )  a  des  phenomenes  de  phosphorylation  ou 
de  dephosphorylation  des  enzymes,  ce  qui  induit, 
selon  les  cas,  leur  activation  ou  leur  inactivation. 
Cet  ensemble  de  mecanismes  constitue  le  proces¬ 
sus  designe  sous  le  nom  de  transduction  du 
signal,  defini  dans  le  chapitre  5.  L'exemple  de 
l'activation  de  la  glycogene  phosphorylase  par 
l'adrenaline  est  donne  dans  la  figure  7.11  (voir 
aussi  le  chapitre  13  sur  ce  sujet). 
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Figure  7.11 

£tapes  de  la  transduction  du  signal 
impliquee  dans  l'activation  de  la  glycogene 
phosphorylase  du  muscle 

Schema  simplifie  recapitulant  les  consequences  de 
l'action  de  l'adrenaline.  (1)  Evenements  se  deroulant  au 
niveau  de  la  membrane  plasmique.  (2)  Evenements  cyto- 
plasmiques  de  phosphorylation  en  cascade  au  sein  du 
hyaloplasme  grace  a  des  kinases  (ou  phosphorylases) 
declenches  par  l'AMPc. 


3.  LES  LYSOSOMES 
DES  CELLULES  ANIMALES, 
DES  PROTISTES 
ET  DES  CHAMPIGNONS 


Deux  types  de  compartiments  possedant  des 
caracteristiques  structurales  voisines,  et  ayant  des 
fonctions  directement  liees  a  la  nutrition  cellulaire 
et/ou  au  stockage  de  metabolites  existent  chez  les 
Eucaryotes.  II  s'agit,  d'une  part,  des  lysosomes 
des  cellules  animales,  des  Protistes  et  des 
Champignons,  et  d'autre  part,  des  vacuoles  des 


Vegetaux.  Chez  les  Protistes  et  les  Animaux,  les 
lysosomes  (etymologiquement  :  particules  qui 
detruisent)  sont  fondamentalement  associes  a  la 
digestion  intracellulaire  d'elements  absorbes  par 
les  cellules  grace  a  l'endocytose  ;  chez  les  derniers, 
cependant,  nous  serons  amenes  a  decrire  des  fonc¬ 
tions  capitales,  derivees  de  cette  fonction  premiere, 
en  rapport  avec  l'organogenese  et  le  renouvelle- 
ment  des  tissus  chez  l'adulte.  Lorsque  les  enzymes 
hydrolytiques  sont  secretees  par  exocytose,  comme 
c'est  typiquement  le  cas  pour  les  Champignons,  la 
digestion  devient  extracellulaire  ;  la  nutrition  est 
alors  de  type  osmotrophe. 
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3.1  Mise  en  evidence  experimental 
des  lysosomes  :  un  exemple  atypique 


De  fa  con  inhabituelle  dans  l'histoire  de  la  biolo- 
gie  cellulaire,  ces  organites  ont  ete  mis  en  evidence 
par  des  techniques  utilisant  le  fractionnement  cel¬ 
lulaire  et  les  tests  biochimiques,  avant  d'avoir  ete 
decrits  au  plan  cytologique.  Leur  decouverte,  vers 
1950  (C.  de  Duve),  s'est  faite  de  la  maniere  sui- 
vante.  Lorsque  l'activite  specifique  de  la  phospha¬ 
tase  acide  (voir  3.2.2.)  est  dosee  dans  des 
homogenats  de  foie  de  rat,  celle-ci  est  d'autant 
plus  elevee  que  ces  derniers  sont  «  maltraites  »,  par 
rapport  aux  precautions  habituellement  prises 
dans  les  experiences  d'enzymologie.  Par  exemple, 
l'homogeneisation  dans  de  l'eau  distillee  et  non 
pas  dans  un  milieu  osmotiquement  equilibre, 
l'emploi  de  detergents,  une  agitation  mecanique 
violente,  developpaient  considerablement  (x  10) 
l'activite  enzymatique.  De  meme,  des  cycles  suc¬ 
cesses  de  congelation/decongelation  des  extraits, 
ou  des  sejours  prolonges  a  4°C,  connus  pour  alte- 
rer  les  proteines,  avaient  les  memes  consequences. 
En  fait,  tous  les  traitements  censes  deteriorer  les 
organites  avaient  un  effet  stimulant  sur  cette 
enzyme,  supposee  jusque-la  hyaloplasmique.  La 
conclusion  fut  que  cette  activite  etait  sans  doute 
localisee  dans  des  vesicules  encore  non  identifiees, 
dont  la  destruction  liberait  le  contenu  et  lui  per- 


mettait  de  s'exprimer.  Ce  phenomene  fut  ensuite 
demontre  pour  de  nombreuses  autres  activites  de 
type  hydrolases. 

Les  methodes  du  fractionnement  cellulaire, 
associees  a  l'utilisation  de  gradients  continus  de 
saccharose,  tres  resolutifs,  ont  permis  de  separer 
-  avec  difficulty  cependant  -  ces  vesicules  des  mito- 
chondries  et  des  peroxysomes  (voir  chapitre  10). 
Malgre  leurs  tailles  assez  differentes,  ces  trois  types 
d'organites  sedimentent  dans  les  memes  conditions 
de  centrifugation  differentielle.  Le  fait  qu'ils  pos- 
sedent  des  enzymes  bien  distinctes  (enzymes  mar- 
queurs)  a  grandement  facilite  leur  identification 
sur  les  gradients.  La  nature  des  enzymes  caracte- 
ristiques  de  ces  nouveaux  organites  se  pretant  bien 
a  la  mise  au  point  de  tests  cytoenzymologiques,  y 
compris  en  microscopie  electronique  (voir  encart 
suivant),  ceux-ci  furent  rapidement  visualises  au 
sein  de  toutes  les  cellules  eucaryotiques. 


3.2  Ultrastructure  et  composition  chimique 


3.2.1.  Polymorphisms  des  lysosomes 

La  cytologie  electronique  montre  que  les  lyso¬ 
somes  constituent  un  ensemble  polymorphe  de 
vesicules,  aussi  bien  par  leur  taille,  leur  forme,  que 


Encart  technique 

Detection  des  activites  phosphatasiques  dans  des  cellules  vivantes  ou  fixees 


Ces  activites  enzymatiques,  nombreuses  et  tres 
diverses  dans  toutes  les  cellules,  sont  particulie- 
rement  intenses  au  niveau  des  membranes  ou  au 
sein  des  lysosomes.  II  s'agit  d'esterases  catalysant 
l'hydrolyse  de  monoesters  de  l'acide  phospho- 
rique  (H2P03-R)  en  donnant  de  l'acide  phospho- 
rique  (H3P04)  et  un  alcool  ou  un  phenol  (R-OH). 
La  detection  de  cette  activite  en  microscopie  pho- 
tonique  est  complexe  car  il  faut  obtenir  en  fin  de 
reaction  un  precipite  opaque  ou  colore.  Le  proto¬ 
cole  est  base  sur  une  serie  de  plusieurs  reactions 
couplees.  Le  tissu  vivant  (ou  des  coupes  obte- 
nues  apres  des  fixations  douces,  ou  bien  par  les 
cryomethodes,  qui  preservent  les  activites  enzy¬ 
matiques)  est  incube  dans  un  melange  d'un 
phosphate  organique  (le  glycerophosphate  ou 
l'ATP,  par  exemple)  et  de  nitrate  de  plomb.  Le 
H3P04  obtenu  apres  hydrolyse  est  repris  dans  la 
reaction  spontanee  suivante  : 


nitrate  de  plomb  +  H3P04  — >  phosphate 
de  plomb  (insoluble) 

Le  precipite  de  phosphate  de  plomb  s'accumule 
done  a  l'endroit  ou  l'enzyme  agit,  mais  il  est  invi¬ 
sible  en  lumiere  naturelle.  On  peut  cependant  le 
transformer  en  un  compose  opaque  en  incubant 
la  preparation  dans  une  solution  de  sulfure 
d'ammonium  qui,  en  reagissant  avec  le  phos¬ 
phate  de  plomb,  conduit  a  la  formation  de  sul¬ 
fure  de  plomb  noir,  et  done  visible.  Ce  type  de 
methode  permet  de  localiser  des  phosphatases 
tres  variees  car  il  suffit  de  changer  la  nature  du 
substrat  initial  et  d'adapter  les  conditions  d'incu- 
bation  pour  faire  fonctionner  specifiquement  telle 
ou  telle  phosphatase.  Pour  la  microscopie  electro¬ 
nique,  le  protocole  est  plus  simple  car  le  precipite 
de  phosphate  de  plomb  est  opaque  aux  electrons 
et  d'emblee  visible.  Cette  technique  constitue  le 
prototype  des  reactions  de  cytoenzymologie. 
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la  nature  du  contenu  de  leur  lumiere  ;  une  telle 
caracteristique  explique  que  cette  population  n'ait 
pu  etre  identifiee  par  les  methodes  cytologiques 
classiques.  II  s'agit  de  vesicules  limitees  par  une 
membrane  simple  dont  l'epaisseur  est  de  7,5  nm  ; 
leur  diametre  va  de  50  nm  a  plusieurs  micrometres 
(voir  figure  7.12).  Le  contenu  de  la  lumiere, 
amorphe  ou  granulaire,  souvent  opaque  aux  elec¬ 
trons,  est  en  general  tres  heterogene,  y  compris  a 
l'interieur  d'une  meme  cellule.  On  y  observe  par- 
fois  des  debris  d'organites  ou  de  structures  identi- 
fiables,  tels  que  :  reticulum  endoplasmique, 
mitochondries,  ribosomes,  glycogene,  etc.  Enfin, 
l'aspect  et  l'abondance  des  lysosomes  sont  extre- 
mement  variables  selon  les  types  cellulaires  ou 
leur  etat  physiologique.  Peu  nombreux  dans  les 
hepatocytes  et  les  cellules  renales,  on  les  observe 
en  revanche  en  grand  nombre  dans  les  leucocytes 


Figure  7.12 

Lysosomes  observes  en  microscopie  electronique 

(1)  Detection  cytoenzymologique  de  la  phosphatase 
acide  dans  un  filament  de  Champignon  (x  18  000). 

(2)  Lysosomes  presents  dans  les  enterocytes  des  larves 
d'Amphibien  en  cours  de  metamorphose  (x  12  000). 
(Cliches  Labo  BV  et  J.  Hourdry,  Orsay). 


nommes  neutrophiles  polynucleaires,  dans  les- 
quels  ils  sont  egalement  de  grande  taille  (d'ou  le 
nom  de  granulocytes  donne  parfois  a  ces  cellules). 

3.2.2.  Assortment  enzymatique  des  lysosomes 

Ces  organites  se  definissent  done  plus  par  leurs 
proprietes  biochimiques  et  fonctionnelles  origi¬ 
nates  que  par  leur  morphologie.  On  a  montre  que 
leur  lumiere  contient  plusieurs  dizaines  d'enzymes 
(>  50)  :  proteases,  nucleases,  glycosidases,  lipases, 
phosphatases,  etc.,  toutes  des  hydrolases,  capables 
de  degrader  la  plupart  des  composes  organiques 
connus  (voir  tableau  7.1).  Ces  enzymes  ont  en  outre 
en  commun  de  fonctionner  avec  un  optimum  de 
pH  acide  (pH  5  a  pH  6).  Les  lysosomes  sont  mani- 
festement  impliques  dans  des  fonctions  de  diges¬ 
tion  de  substrats  varies,  d'origine  intra-  ou 


Enzymes  Substrats 


Proteases 

Cathepsines 

proteines  diverses 

Collagenase 

collagene 

Nucleases 

ARNase  acide 

ARN 

ADNase  acide 

ADN 

Phosphatases 

Phosphatase  acide 

phosphomonoesters 

Phosphodiesterase 

phosphodiesters 

Sulfatases 

Arylsulfatase 

esters  sulfates 

Chondrosulfatase 

chondroitine  sulfate 

Glycosidases 

Exoglycosidases 

glycogene 

heteropolysaccharides 
oligosaccharides  a  fucose, 
mannose  ou  acide  sialique 

Endoglycosidases 

acide  hyaluronique 
peptidoglycane 

Lipases 

Lipases  acides 

triacylglycerols 

Phospholipases 

phospholipides 

Ceramidase 

ceramide 

Hexosaminidase 

gangliosides 

Tableau  7.1 

Diversity  des  hydrolases 

contenues  dans  les  lysosomes  des  cellules  animales 
Quelques  exemples  choisis  parmi  la  cinquantaine 
d'enzymes  connues  sont  donnes,  ainsi  que  leurs  sub¬ 
strats  les  plus  courants. 
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extracellulaire,  comme  nous  le  verrons  plus  loin. 
Ils  representent  cependant  une  menace  perma- 
nente  pour  la  cellule,  dans  la  mesure  ou  leur  mem¬ 
brane  doit  etre  elle-meme  resistante  aux  enzymes 
contenues  dans  la  lumiere,  afin  de  proteger  le  cyto- 
plasme  de  l'attaque  de  ces  dernieres.  Lorsqu'une 
cellule  meurt,  les  desequilibres  qui  s'installent 
immediaternent  en  son  sein  entrainent  la  perte  de 
cette  resistance  et  une  autolyse  (autodestruction) 
spontanee  se  met  en  route,  independamment  de 
toute  degradation  d'origine  exterieure,  micro- 
bienne,  par  exemple. 


rons  dans  le  chapitre  9,  du  reticulum  endoplas- 
mique  rugueux,  au  niveau  duquel  ils  ont  ete  initia- 
lement  fabriques.  Apres  leur  transfert  dans 
l'appareil  de  Golgi,  et  tout  au  long  de  leur  passage 
dans  les  differents  saccules  des  dictyosomes,  ces 
molecules  subissent  plusieurs  modifications  chi- 
miques,  parmi  lesquelles  des  glycosylations.  La 
vesiculisation  des  lysosomes  primaires  a  partir  des 
saccules  golgiens  necessite  l'intervention  de  la  cla- 
thrine. 


3.3.  Diversity  des  roles  physiologiques 


3.2.3.  Structure  et  proprietes  de  la  membrane 

DES  LYSOSOMES 

Cette  membrane,  de  structure  classique,  possede 
plusieurs  proprietes  remarquables  ;  elle  contient 
en  particulier  une  proteine  intrinseque  fonction- 
nant  comme  une  pompe  a  protons  ATP  depen- 
dante.  Cette  derniere,  absente  chez  les  lysosomes 
primaires  (voir  plus  loin),  est  identique  a  celle  des 
endosomes,  dont  elle  derive  apres  fusion  membra- 
naire  entre  les  deux  types  d'organites  ;  elle  acidifie 
le  pH  de  la  lumiere,  dont  la  concentration  en  pro¬ 
tons  est  jusqu'a  100  fois  superieure  a  celle  du  hya- 
loplasme.  En  outre,  la  membrane  lysosomiale  est 
plus  permeable  aux  composes  hydrophiles  que  la 
plupart  des  membranes  cellulaires  internes  ;  elle 
contient  en  effet  de  nombreuses  proteines  por- 
teuses,  ce  qui  facilite  la  diffusion  des  metabolites 
resultant  des  phenomenes  d'hydrolyse  qui  se 
deroulent  dans  la  lumiere  des  lysosomes  secon- 
daires.  Une  derniere  caracteristique  importante  de 
cette  membrane,  deja  signalee,  est  sa  capacity  a 
resister  aux  attaques  enzymatiques  ;  cette  pro¬ 
priety  est  probablement  liee  au  fait  que  ses  pro¬ 
teines  intrinseques  sont  tres  fortement  glycosylees 
sur  leurs  domaines  internes,  formant  un  manteau 
protecteur  qui  diminue  leur  accessibility  aux 
lipases  et  aux  proteases  contenues  dans  la  lumiere. 


3.2.4.  Origine  cellulaire  des  lysosomes 


Cette  origine  est  a  rechercher  dans  de  petites 
vesicules  d'origine  trans-golgienne,  nominees 
lysosomes  primaires,  qui  possedent  toutes  les 
caracteristiques  biochimiques  des  lysosomes 
typiques  et  reagissent,  en  particulier,  aux  memes 
tests  de  cytoenzymologie.  Leur  membrane  et  leur 
contenu  proteique  derivent,  comme  nous  le  ver- 


Les  lysosomes  representent  un  compartiment 
original,  dont  le  role  a  ete  initialement  considere 
comme  marginal  et  peu  « noble »,  en  raison  de  la 
nature  des  enzymes  qu'ils  contiennent ;  on  a  long- 
temps  compare  ces  organites  a  de  simples  estomacs 
cellulaires.  II  a  cependant  ete  demontre  qu'ils  ont 
des  activites  tres  diverses,  et  qui  s'averent  fonda- 
mentales  dans  l'economie  des  cellules.  Ils  inter- 
viennent  non  seulement  dans  les  phenomenes  de 
digestion  intracellulaire,  qui  sont  associes  a  des 
fonctions  generales  (nutrition,  renouvellement  cel¬ 
lulaire,  etc.),  ou  au  contraire  tres  specialisees  (syn- 
these  et  degradation  d'hormones,  defense  des 
organismes,  etc.),  mais  aussi  dans  la  digestion 
extracellulaire  et  le  stockage  de  reserves.  II  n'est 
done  pas  etonnant  que  de  nombreuses  pathologies 
humaines,  genetiques  ou  pas,  soient  associees  au 
dysfonctionnement  de  ces  structures. 


3.3.1.  Roles  dans  la  digestion  intracellulaire 

Ces  fonctions  des  lysosomes  peuvent  etre  clas- 
sees  schematiquement  en  deux  categories,  selon 
l'origine  des  substrats  qui  sont  digeres  :  on  dis¬ 
tingue  l'heterophagie,  qui  consiste  dans  la  diges¬ 
tion  de  substrats  externes,  et  l'autophagie,  qui 
concerne  la  digestion  de  substrats  internes. 

•  L'heterophagie  est  essentiellement  associee 
aux  fonctions  de  nutrition  et  de  protection  contre 
des  organismes  exterieurs.  De  nombreux  Protistes 
phagotrophes  (tels  que  les  paramecies,  ou  les 
amibes),  de  meme  que  des  cellules  specialisees 
appartenant  aux  organismes  pluricellulaires  (choa- 
nocytes  des  Spongiaires,  par  exemple),  sont 
capables  d'absorber  par  endocytose,  puis  de  dige- 
rer  des  molecules,  des  particules  plus  ou  moins 
volumineuses,  voire  des  cellules  entieres.  Nous 


7.  Nutrition  et  croissance  des  cellules.  Utilisation  des  metabolites  187 


avons  vu,  dans  le  chapitre  6,  comment  certaines 
macromolecules  faisant  l'objet  d'une  endocytose 
controlee  par  recepteur  etaient  dirigees  vers  les 
lysosomes,  via  les  endosomes.  Nous  nous  interes- 
sons  ici  au  phenomene  de  la  phagocytose,  dont  le 
mecanisme  est  sensiblement  different  de  celui  de 
la  pinocytose,  en  raison  de  la  nature  et  de  la  taille 
des  objets  absorbes  (voir  chapitre  6). 

Dans  le  cas  des  globules  blancs  specialises  dans 
la  defense  de  notre  organisme  :  les  macrophages  et 
les  neutrophiles  polynucleaires,  les  processus  se 
deroulent  de  la  fagon  suivante.  Les  Bacteries  ayant 
envahi  nos  tissus  et  notre  milieu  interieur  sont 
generalement  recouvertes  d'anticorps  secretes  par 
les  lymphocytes  B  (phenomene  d'opsonisation,  en 
rapport  avec  l'immunite  humorale).  Le  contact  est 
etabli  entre  les  deux  cellules  grace  a  une  interac¬ 
tion  entre  des  recepteurs  membranaires  speci- 
fiques,  et  un  domaine  expose  des  anticorps  colies 
sur  les  Bacteries,  dit  fragment  Fc,  qui  est  precise- 
ment  reconnu  (voir  figure  7.13).  La  membrane  plas- 
mique  du  phagocyte  enveloppe  completement  la 
«proie»  au  moyen  de  pseudopodes  ou  de  fines 
bandes  de  cytoplasme  qui  s'allongent  et  fusionnent 
a  leurs  extremites  pour  former  une  vesicule 
d'endocytose  de  grande  taille  nominee  phago¬ 
some,  ou  vacuole  de  phagocytose  (voir  figure  7.14). 
La  phagocytose  est  un  mecanisme  complexe,  car  il 
ne  suffit  pas  que  cette  proie  ait  ete  fixee  et  que  les 
recepteurs  soient  presents  dans  la  membrane  du 
leucocyte,  pour  permettre  une  absorption  com¬ 
plete  :  les  anticorps  doivent  etre  uniformement 
repartis  autour  de  la  Bacterie-cible  afin  que  le  pro¬ 


cessus  d'enveloppement  soit  complet  !  Celui-ci 
consiste  dans  le  recrutement  d'un  nombre  crois¬ 
sant  de  recepteurs  membranaires,  qui  semblent 
tirer  la  membrane  avec  eux.  On  utilise  parfois 
l'image  d'une  «fermeture  Eclair »  pour  expliquer 
comment  les  deux  membranes  s'accolent  progres- 
sivement  l'une  a  l'autre,  avant  que  la  cellule  captu- 
ree  ne  soit  completement  absorbee. 

L'etape  suivante  consiste  dans  la  rencontre  de 
plusieurs  lysosomes  primaires  avec  le  phago¬ 
some  ;  apres  fusion  membranaire,  le  contenu  enzy- 
matique  de  ces  lysosomes  est  decharge  dans  la 
lumiere  de  ce  dernier.  On  obtient  alors  un  phago¬ 
lysosome,  ou  lysosome  secondaire,  au  sein 
duquel  les  hydrolases  acides  vont  digerer  les  sub- 
strats  absorbes,  en  l'occurrence  la  Bacterie  captu- 
ree.  L'acidification  importante  du  milieu,  due  a  la 
presence  de  la  pompe  a  protons  apportee  par  la 
membrane  de  l'endosome,  declenche  la  digestion. 
Les  petites  molecules  resultant  de  cette  hydrolyse 
(sucres  simples,  acides  amines,  etc.)  traversent  la 
membrane  du  lysosome  secondaire  et  passent  dans 
le  hyaloplasme,  ou  elles  rejoignent  celles  qui  sont 
fabriquees  de  maniere  endogene  par  la  cellule, 
participant  ainsi  a  la  nutrition  cellulaire.  Grace  a 
l'utilisation  de  differents  marqueurs  suceptibles 
d'etre  phagocytes,  facilement  reconnaissables  en 
microscopie  electronique,  il  a  ete  montre  que  plu¬ 
sieurs  lysosomes  secondaires  sont  capables  de 
fusionner  entre  eux.  Lorsque  des  residus  non 
digestibles  subsistent  dans  la  lumiere  de  ces  orga- 
nites,  on  obtient  ce  qu'on  appelle  des  corps  resi- 
duels,  dont  le  contenu  est  rejete  dans  le  milieu 


cellule  phagocytaire 

Figure  7.13 

Interpretation  schematique  du  phenomene  de  phagocytose 

Le  mecanisme  permettant  le  recouvrement  et  la  phagocytose  de  grosses  proies  (ici  une  Bacterie)  met  en  jeu  des  recep¬ 
teurs  membranaires.  La  capture  progressive  des  molecules-cibles  de  la  surface  de  la  proie  par  les  recepteurs  situes 
eux-memes  a  la  surface  de  fins  pseudopodes  evoque  un  mecanisme  de  «fermeture  eclair  ». 
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Figure  7.14 


Vacuole  de  phagocytose  chez  un  Protiste 
Ce  phagosome  contient  plusieurs  Bacteries  qui  ont  ete 
capturees  par  la  cellule.  Noter  la  presence  d'une  mito- 
chondrie  a  cretes  tubulaires  dans  le  cytosol  (Cliche  R. 
Charret,  Labo  BC4,  Orsay). 


extracellulaire  par  exocytose,  ou  qui  sont  stockes  a 
l'interieur  de  la  cellule.  Un  exemple  spectaculaire 
est  celui  des  corps  myeliniques,  ou  s'accumulent 
des  « tourbillons »  de  materiel  lipidique  d'origine 
membranaire  ;  ceci  est  du  a  la  faible  activite  des 
lipases  lysosomales.  On  ignore  encore  a  peu  pres 
tout  des  mecanismes  qui  permettent  aux  lysosomes 
primaires  de  fusionner  avec  les  vesicules  de  pha¬ 
gocytose,  et  non  avec  un  quelconque  systeme 
membranaire  dans  la  cellule,  ce  qui  serait  drama- 
tique  pour  celle-ci. 

De  meme  qu'ils  nous  defendent  contre  les  infec¬ 
tions,  en  ingerant  les  micro-organismes  nuisibles, 
les  globules  blancs  phagocytaires  debarrassent  nos 
tissus  des  cellules  vieillissantes  ou  endommagees  : 
par  exemple,  les  hematies,  dont  la  duree  de  vie  est 
de  120  jours  seulement,  sont  phagocytees  lorsque 
leur  age  limite  est  atteint,  et  ce  a  raison  de 
10 11  unites  par  jour  !  Les  poussieres,  les  suies,  les 
goudrons,  les  Virus  que  nous  respirons  continuel- 
lement  sont  absorbes  par  des  macrophages  qui  se 
«promenent»  au  plus  profond  des  alveoles  de  nos 
poumons.  Lorsqu'ils  sont  par  trop  engorges  de 


dechets  indigestes,  ils  meurent  et  sont  elimines 
avec  le  mucus  qui  remonte  le  long  des  trachees, 
dont  les  cellules  epitheliales  sont  ciliees.  II  faut 
signaler  ici  l'existence  de  Bacteries  qui,  apres  pha¬ 
gocytose,  ne  peuvent  etre  digerees  par  les  enzymes 
lysosomales,  car  la  composition  chimique  de  leur 
enveloppe  les  protege  contre  les  hydrolases.  Ces 
micro-organismes  pathogenes  proliferent  alors  au 
sein  des  phagosomes  ;  c'est  le  cas  des  agents  de  la 
tuberculose,  de  la  lepre,  ou  de  la  listeriose. 

La  nutrition  cellulaire  faisant  intervenir  la  pha¬ 
gocytose  et  les  lysosomes  n'est  pas  reservee  aux 
seuls  Protistes,  dont  les  grosses  vacuoles  digestives 
ont  ete  decrites  depuis  longtemps  (voir  figure  7.14 
et  7.15).  On  rappelle  que  de  nombreux  Invertebres, 
et  meme  des  Vertebres  inferieurs  (certains 
Poissons),  utilisent  ce  processus  au  niveau  de  leur 
cavite  digestive  ou  de  leur  intestin  pour  assurer 
tout  ou  partie  de  leur  alimentation  (voir  cha- 
pitre  6).  Dans  le  cas  de  la  carpe,  par  exemple,  qui 
ne  possede  pas  d'estomac  differencie,  la  digestion 
incomplete  des  aliments  au  sein  de  l'intestin,  en 


cils  locomoteurs 


Figure  7.15 

Cycle  des  vacuoles  digestives  chez  une  paramecie 
Ces  organites  se  forment  dans  la  region  basale  du  cyto- 
pharynx  et  eclatent,  sous  forme  de  corps  residuels,  au 
niveau  du  cytoprocte  (defecation  cellulaire).  Les  pro- 
duits  de  la  digestion,  qui  a  lieu  tout  au  long  du  trajet 
grace  aux  enzymes  lysosomales  deversees  dans  la 
lumiere  des  vacuoles,  passent  dans  le  hyaloplasme  et 
constituent  les  nutriments  de  la  cellule. 
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raison  d'une  insuffisance  en  enzymes  digestives, 
est  compensee  par  une  intense  phagocytose  de  la 
part  des  enterocytes. 

D'autres  exemples  uniques  d'heterophagie  sont 
decrits  chez  les  Mammiferes.  II  est  connu  que  les 
hepatocytes  sont  capables  de  capturer  et  de  degra¬ 
der  des  proteines  du  plasma  sanguin,  ou  que  les 
cellules  renales  des  tubes  contournes  proximaux 
assurent  de  la  meme  fa«;on  la  reabsorption  des 
petites  proteines  qui  filtrent  au  niveau  du  glome- 
rule  renal.  Dans  ce  cas,  leur  endocytose  au  niveau 
de  ces  cellules  est  suivie  d'une  digestion  dans  les 
lysosomes,  ce  qui  permet  la  recuperation,  sous 
forme  d'acides  amines,  d'une  bonne  partie  de  ces 
molecules  qui,  sans  cela,  seraient  perdues  avec 
l'urine.  C'est  egalement  un  processus  d'heteropha¬ 
gie  qui  participe,  au  sein  de  la  glande  thyroide,  a 
la  fabrication  des  hormones  thyroidiennes  :  les 
thyroxines  T3  et  T4.  En  bref,  les  cellules  qui  elabo- 
rent  ces  hormones  (thyreocytes)  secretent  une  pro- 
teine  :  la  thyroglobuline,  qui  est  accumulee  dans 


la  lumiere  des  follicules  thyroidiens  (voir  les  meca- 
nismes  moleculaires  de  la  secretion  dans  le  cha- 
pitre  9).  Sous  l'action  d'un  stimulus  hormonal 
(TSH  hypophysaire),  cette  derniere  est  ensuite 
interiorisee  par  ces  memes  cellules,  puis  dirigee 
vers  leurs  lysosomes,  ou  elle  est  partiellement 
degradee.  Parmi  les  produits  de  cette  digestion, 
figurent  les  thyronines  iodees  actives,  qui  sont 
deversees  dans  le  milieu  interieur,  au  pole  oppose 
de  la  cellule  (voir  figure  7.16). 

•  L'autophagie  consiste  dans  la  digestion,  par 
les  lysosomes,  de  materiel  interne  aux  cellules 
elles-memes.  Dans  certaines  situations,  que  nous 
preciserons  plus  loin,  on  observe  de  gros  lysosomes 
secondaires  qui  sont  emplis  de  debris  d'organites 
identifiables,  mais  visiblement  en  cours  de  diges¬ 
tion  ;  on  parle  alors  de  vacuoles  autophagiques, 
ou  autophagosomes.  Des  lames  de  reticulum 
endoplasmique  lisse  sequestrent  des  territoires 
entiers  de  cytoplasme,  en  les  enveloppant  comple- 
tement,  puis  des  lysosomes  primaires  viennent 


Figure  7.16  1 

litapes  de  la  formation  des  hormones  thyroidiennes 

La  glande  thyroide  est  constitute  de  follicules  limites  par  un  epithelium  unistratifie  forme  de  thyreocytes. 
(1)  Exocytose  de  la  thyroglobuline  (colloide)  dans  la  lumiere  de  la  glande.  (2)  Endocytose  de  la  colloide  par  ces  memes 
cellules,  suivie  de  sa  digestion  partielle  au  sein  des  lysosomes,  puis  de  la  liberation  des  hormones  thyroidiennes  T3  et 
T4  dans  le  milieu  exterieur,  par  diffusion.  Les  residus  tyrosine  de  la  thyroglobuline  sont  iodes  dans  la  lumiere  grace  a 
une  enzyme  appropriee. 
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fusionner  avec  ces  vacuoles,  selon  le  mecanisme 
habituel,  apres  quoi  la  digestion  s'engage.  Le  deter- 
minisme  exact  de  ces  mecanismes,  qui  implique 
necessairement  un  controle  subtil  afin  que  toute  la 
cellule  ne  soit  pas  detruite,  reste  inconnu. 

Ce  phenomene  tres  selectif  a  une  ampleur 
variable  selon  les  types  de  cellules,  chez  les  etres 
pluricellulaires.  On  considere  qu'il  se  deroule  en 
permanence  dans  tous  les  tissus,  mais  de  fa^on 
limitee  ;  il  est  tres  bien  documents  dans  le  cas  des 
hepatocytes,  des  cellules  renales  et  du  tissu  ner- 
veux.  Le  taux  de  renouvellement  dans  les  hepato¬ 
cytes  a  ete  estime  a  travers  la  mesure  de  la 
demi-vie  des  differents  constituants  cellulaires, 
apres  leur  marquage  radioactif.  On  trouve  une 
valeur  de  dix  jours,  par  exemple,  pour  les  mito- 
chondries,  de  cinq  jours  pour  les  ribosomes  et  de 
trois  jours  pour  les  peroxysomes.  Bien  que  n'etant 
pas  detruites  a  la  meme  vitesse,  toutes  les  struc¬ 
tures  cellulaires  sont  renouvelees  un  grand 
nombre  de  fois  au  cours  de  la  vie  d'un  hepatocyte, 
qui  est  estimee  a  plus  de  six  mois.  L'autophagie 
contribue  ainsi  au  renouvellement  constant  et  au 
recyclage  de  la  matiere  vivante,  et  joue  a  ce  titre  un 
role  fondamental,  atteste  par  l'existence  de 
diverses  maladies  genetiques  tres  graves  (voir  plus 
loin).  En  cas  de  carence  alimentaire  grave  (jeune 


prolonge,  volontaire  ou  non),  l'autophagie  est  une 
fa^on  pour  l'organisme  de  survivre  pendant  de 
longues  periodes  (pres  de  deux  mois  chez 
l'Homme). 

En  revanche,  dans  certains  tissus  qui  presentent 
une  involution  rapide,  ce  processus  peut  conduire 
en  tres  peu  de  temps  a  la  destruction  totale  des  cel¬ 
lules  concernees  (histolyse).  On  connait  chez  les 
Animaux  de  nombreux  exemples  de  ce  processus 
de  degenerescence  cellulaire,  nomme  mort  cellu- 
laire  programmee  ou  apoptose,  au  cours  du  deve- 
loppement  embryonnaire  ou  larvaire  (voir 
chapitre  12).  C'est  lui  qui  est  responsable  de  la 
destruction  de  l'intestin  larvaire,  ou  de  la  dispari- 
tion  des  branchies  et  de  la  queue  du  tetard,  lors  de 
la  metamorphose  des  Amphibiens  anoures  (voir 
figure  7.17).  De  meme,  chez  les  embryons  de 
Mammiferes,  la  formation  des  doigts  au  cours  de 
l'organogenese  de  la  main,  ou  le  percement  des 
paupieres,  sont  lies  a  des  phenomenes  d'histolyse 
dus  aux  lysosomes.  Les  debris  cellulaires  resultant 
de  ces  processus  sont  enfin  digeres  par  des  cellules 
phagocytaires.  Chez  l'adulte,  la  regression 
cyclique  de  certains  tissus,  comme  l'involution  de 
la  muqueuse  uterine  lors  du  cycle  menstruel  ou  la 
regression  des  glandes  mammaires  apres  la  lacta¬ 
tion,  relevent  des  memes  processus.  Des  pheno- 


Figure  7.17 

Lysosomes  secondaires  et  corps  residuels 

Ces  structures  de  grande  taille  sont  observees  en  microscopie  electronique  dans  les  cellules  de  l'intestin  larvaire 
d' Amphibien  en  cours  de  degenerescence,  lors  de  la  metamorphose  (noter  les  figures  «  myeliniques  »  dans  le  cliche  de 
droite).  Grossissement  x  12  500.  (Cliches  J.  Hourdry,  Orsay). 
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menes  voisins  sont  decrits  lors  de  la  metamorphose 
des  Insectes  (par  exemple,  l'involution  des  glandes 
sericigenes  chez  le  ver  a  soie).  La  figure  7.18  recapi- 
tule  les  principales  voies  conduisant  aux  lyso- 
somes  chez  les  cellules  animales. 

3.3.2.  Roles  dans  la  digestion  extracellulaire 

II  s'agit  d'un  phenomene  moins  frequent  que  la 
digestion  intracellulaire,  au  cours  duquel  les 
enzymes  lysosomales  sont  emises  par  exocytose  a 
l'exterieur  des  cellules  ;  ceci  a  pour  consequence  la 
degradation  des  composants  situes  a  proximite 
immediate  de  ces  dernieres.  On  comprend  done 
que  l'ampleur  de  ce  processus  soit  limitee  chez  les 
organismes  pluricellulaires,  et  reservee  a  certaines 
situations  exceptionnelles. 

Chez  les  Champignons,  qui  sont  des  organismes 
heterotrophes  osmotrophes,  la  nutrition  implique 
la  degradation  des  substrats  extracellulaires  au 
moyen  d'hydrolases  lysosomales.  Diverses  pro¬ 
teases,  cellulases,  etc.,  sont  secretees  par  les  fila¬ 
ments  myceliens,  et  les  molecules  simples  issues 
de  la  digestion  de  la  matiere  organique  externe  (le 


plus  souvent  morte  :  saprophytisme)  sont  reabsor- 
bees  et  utilisees  pour  le  metabolisme. 

Chez  les  Vertebres,  des  phenomenes  de  resorp¬ 
tion  des  matrices  extracellulaires  de  divers  tissus 
sont  lies  a  la  secretion  de  proteases  d'origine  lyso- 
somale.  On  peut  citer  les  exemples  classiques  du 
cartilage  et  de  l'os,  qui  font  l'objet  d'un  remanie- 
ment  profond  et  controle.  Chez  l'embryon,  on  a 
montre  in  vitro  que  les  chondrocytes  (cellules  du 
cartilage)  secretent  des  proteases  (cathepsines)  et 
des  hyaluronidases,  qui  digerent  la  volumineuse 
matrice  extracellulaire,  riche  en  proteoglycanes, 
caracteristique  de  ce  tissu  (voir  chapitre  14).  Chez 
l'adulte,  les  osteoclastes  sont  des  cellules  geantes 
plurinucleees  qui  detruisent  la  matrice  organo- 
minerale  des  os,  grace  a  la  secretion  d'acide  et 
d'enzymes,  au  cours  du  remodelage  permanent 
qui  caracterise  ces  demiers.  Ici  aussi,  la  phagocy- 
tose  est  un  moyen  pour  ces  cellules  de  se  debar- 
rasser  des  debris  dont  elles  sont  directement 
responsables  au  cours  de  leur  progression  au  sein 
du  «vieil  os»  (que  les  osteoblastes  remplaceront), 
tout  en  leur  permettant  de  se  nourrir. 

II  faut  enfin  signaler  une  structure  originale, 
d'origine  lysosomale,  presente  chez  de  nombreux 


Figure  7.18 

Divers  modes  de  formation 
des  lysosomes 
chez  les  Animaux 
Schema  recapitulant  les  prin¬ 
cipales  voies  qui  conduisent 
le  materiel  extra-  ou  intracel¬ 
lulaire  vers  les  lysosomes.  Les 
hydrolases  lysosomales,  fabri- 
quees  au  niveau  du  reticulum 
endoplasmique  rugueux,  sont 
enfermees  dans  de  petites 
vesicules  golgiennes  :  lyso¬ 
somes  primaires.  Celles-ci 
fusionnent  avec  des  vesicules 
plus  ou  moins  grosses  qui  ont 
trois  origines  possibles  :  pino- 
cytose,  phagocytose  et  auto- 
phagie  ;  on  obtient  ensuite 
des  lysosomes  secondaires. 


exocytose 


o  phagocytose 


pinocytose 


vesicules  de  transport 
des  hydrolases 


reticulum  endoplasmique 
rugueux 
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spermatozoides  :  la  vesicule  acrosomale,  situee 
au-dessus  du  noyau,  et  dont  le  role  dans  la  fecon- 
dation  est  capital.  La  liberation  du  contenu  de  cet 
unique  lysosome  geant  par  exocytose,  permet  la 
lyse  des  enveloppes  entourant  V ovule  (gangue 
gelatineuse,  membrane  vitelline),  et  contribue  ainsi 
a  la  rencontre  et  la  fusion  des  gametes. 

3.3.3.  Pathologies  lysosomales  humaines 

De  nombreuses  pathologies  humaines  sont  liees 
a  des  dysfonctionnements  des  lysosomes  ;  ceux-ci 
sont  de  deux  types  :  1)  soit  les  hydrolases  sont 
liberees  de  fagon  anormale,  et  en  abondance  dans 
le  hyaloplasme,  pouvant  entrainer  la  mort  de  la 
cellule,  2)  soit  l'equipement  enzymatique  de  ces 
organites  est  defectueux,  pour  des  raisons  gene- 
tiques,  ce  qui  a  des  consequences  toujours  graves 
pour  l'organisme.  On  connait  diverses  conditions 
environnementales  dans  lesquelles  les  lysosomes 
sont  fragilises  et  conduits  a  liberer  leur  contenu 
dans  le  hyaloplasme,  avec  comme  consequence  des 
alterations  cellulaires  plus  ou  moins  graves.  II 
s'agit  des  situations  de  stress  cellulaire,  consecu- 
tives  a  un  etat  de  choc  :  hypoxie  ou  hyperoxie,  aci- 
dose,  intoxications  variees.  Certains  composes 
chimiques  sont  connus  pour  fragiliser  ou  stabiliser 
in  vitro  la  membrane  lysosomale.  Deux  exemples 
de  maladies  lysosomales  sont  donnes  dans  l'encart 
suivant. 

On  connait  par  ailleurs  plusieurs  dizaines  de 
maladies  genetiques  humaines  liees  a  l'absence  ou 
a  la  deficience  d'une  enzyme  lysosomale.  Compte 
tenu  du  role  de  ces  organites  dans  le  renouvelle- 
ment  constant  des  constituants  cellulaires,  ces  ano¬ 
malies  auront,  a  terme,  des  consequences  graves 
liees  a  l'accumulation  de  composes  non  degrades 
au  sein  de  la  cellule.  S'ils  ne  sont  pas  evacues  par 
les  cellules,  les  corps  residuels  formes  s'hypertro- 
phient,  envahissent  le  hyaloplasme  et  perturbent 
considerablement  le  fonctionnement  normal  des 
cellules.  Ces  maladies,  qui  ne  se  manifestent  done 
que  progressivement  au  cours  du  developpement 
des  individus,  sont  appelees  maladies  de  sur¬ 
charge.  On  peut  citer,  a  titre  d'exemples,  la  muco- 
lipidose  de  type  II,  tres  rare,  et  les  maladies  de 
Hurler  et  de  Tay-Sachs  (voir  chapitre  9). 

La  premiere  correspond  a  un  defaut  d'adressage 
(voir  plus  loin)  des  enzymes  lysosomales  vers  ces 
organites,  chez  les  fibroblastes  ;  ceci  a  deux  conse¬ 
quences  :  la  plupart  des  hydrolases  sont  absentes 
de  ces  organites,  mais  sont  secretees  et  se  retrou- 
vent  dans  le  sang  des  patients  !  Un  syndrome  de 


Encart  biomedical 

Exemples  de  maladies  lysosomales 
non  genetiques  :  la  silicose  et  la  goutte 

Ces  deux  maladies  sont  dues  a  l'ingestion,  par 
les  granulocytes  ou  les  macrophages,  de  parti- 
cules  qui  provoquent  l'alteration  de  la  mem¬ 
brane  des  lysosomes  secondaires,  et  la 
liberation  des  hydrolases  qu'ils  contiennent, 
avec  les  consequences  qu'on  imagine.  La  sili¬ 
cose,  maladie  professionnelle  des  mineurs  qui  a 
tue  et  tue  encore  un  grand  nombre  d'entre  eux, 
est  provoquee  par  l'inhalation  de  particules 
microscopiques  de  silice.  Celles-ci  sont  phago- 
cytees  par  les  macrophages  alveolaires  charges 
du  nettoyage  des  poumons,  qui  les  dirigent  vers 
leurs  lysosomes.  La  forme  en  aiguille  et  la  rigi- 
dite  de  ces  particules  minerales  endommagent 
la  membrane  lysosomale,  qui  est  rapidement 
rompue  ;  ceci  entraine  la  lyse  des  cellules  et  la 
liberation  des  hydrolases  dans  le  milieu  extracel- 
lulaire.  Outre  des  lesions  des  branches  et  des 
poumons,  la  consequence  de  ce  phenomene  est 
la  stimulation  de  la  fabrication  de  collagene  par 
les  fibroblastes  pulmonaires  ;  il  s'en  suit  une 
fibrose  du  parenchyme  pulmonaire  et  une  perte 
considerable  des  capacites  respiratoires  des 
individus.  L'asbestose  est  une  pathologie  voi- 
sine  liee  a  l'inhalation  de  fibres  d'amiante. 

La  goutte  est  une  pathologie  dont  les  causes  sont 
identiques.  Les  malades  ont,  a  l'origine,  des 
troubles  du  metabolisme  des  purines,  dont  la 
consequence  est  la  production  de  cristaux 
d'urate  de  sodium  dans  le  liquide  synovial  des 
articulations.  Ces  cristaux  sont  normalement 
phagocytes  par  les  granulocytes,  avec  les  memes 
consequences  cellulaires  que  celles  decrites 
dans  le  cas  de  la  silicose  ;  une  reaction  inflam- 
matoire  s'en  suit,  responsable  de  douloureuses 
crises  d'arthrite. 

surcharge  extreme  est  done  observe  dans  les  cel¬ 
lules  affectees,  sous  forme  de  grosses  inclusions 
cytoplasmiques.  De  fagon  etonnante,  d'autres  tis- 
sus  de  l'organisme  ne  sont  pas  touches  par  l'ano- 
malie,  ce  qui  temoigne  de  la  complexity  des 
mecanismes  qui  president  a  l'adressage  des  pro- 
teines  vers  leurs  compartiments  destinataires. 

Les  deux  autres  maladies  correspondent  a  la 
deficience  d'une  seule  activity  enzymatique  :  une 
enzyme  responsable  de  la  degradation  des  glyco- 
saminoglycanes  (voir  chapitre  14)  dans  le  premier 
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cas,  et  une  hexosaminidase  chargee  de  detruire 
specifiquement  un  glycolipide  membranaire  (gan- 
glioside  GM2)  dans  le  second.  Ce  dernier  compose 
est  particulierement  abondant  dans  la  membrane 
plasmique  des  cellules  du  systeme  nerveux  central 
(voir  chapitre  5)  ;  comme  il  ne  peut  plus  etre 
degrade  dans  les  lysosomes,  alors  qu'il  continue 
d'etre  synthetise,  il  s'accumule  au  sein  de  corps 
residuels  dont  la  taille  et  le  nombre  augmentent  au 
cours  du  temps,  dans  les  neurones.  Les  bebes 
atteints  sont  parfaitement  normaux  a  la  naissance, 
mais  des  desordres  neurologiques  s'installent  rapi- 
dement  :  deteriorations  motrices,  retard  mental 
grave  ;  la  mort,  ineluctable,  survient  entre  3  et 
5  ans.  Un  diagnostic  prenatal,  realise  sur  des  cel¬ 
lules  du  liquide  amniotique,  permet  de  savoir  si 
l'enfant  sera  atteint  ou  pas. 

3.3.4.  Adressage  des  proteines 

VERS  LES  LYSOSOMES 

La  question  est  de  savoir  comment  l'ensemble 
des  hydrolases  caracteristiques  des  seuls  lyso¬ 
somes,  se  trouve  reuni  au  sein  d'une  meme  catego- 
rie  de  vesicules,  et  exclu  du  processus  secretaire 
chez  les  Animaux.  Etant  donne  le  caractere  emi- 
nemment  dangereux  de  ces  enzymes  vis-a-vis  des 
autres  constituants  cellulaires,  il  importe  que  les 
mecanismes  d'empaquetage  soient  tres  precis,  y 
compris  pour  que  des  proteines  etrangeres  a  ces 
organites  n'y  soient  pas  entrainees,  ce  qui  les 
condamnerait  a  etre  digerees.  Ce  probleme  gene¬ 
ral,  dit  d'adressage  des  proteines  vers  un  compar- 
timent  cellulaire  donne,  est  capital  en  biologie 
cellulaire  ;  il  est  traite  en  detail  dans  le  chapitre  9. 


4.  LES  VACUOLES 
DES  CELLULES  VEGETALES 


Ce  developpement  ne  concerne  que  les  vacuoles 
des  Vegetaux  verts,  qui  sont  les  mieux  connues  au 
plan  physiologique,  mais  il  faut  se  souvenir 
qu'elles  existent  aussi  chez  les  Algues  et  les 
Champignons.  A  ce  sujet,  il  faut  signaler  que  les 
recherches  conduites  chez  la  levure  de  biere,  dont 
l'etude  genetique  est  tres  developpee,  ont  permis 
d'identifier  de  nombreux  genes  impliques  dans  le 
phenomenes  de  stockage  ou  de  mobilisation  de 
reserves  au  sein  de  la  vacuole.  Chez  les  Vegetaux, 


les  fonctions  de  cette  derniere,  dont  le  volume  est 
parfois  considerable,  sont  fondamentales  et  tres 
diverses  ;  parmi  celles-ci,  nous  analyserons  plus 
specifiquement  son  role  de  stockage  de  metabo¬ 
lites  ou  de  macromolecules,  a  court  ou  long  terme. 

4.1.  Organisation  generate 
et  importance  des  vacuoles 


4.1.1.  Le  compartment  vacuolaire 

La  vacuole  constitue  le  compartiment  le  plus 
volumineux  (jusqu'a  80  %  du  volume  total)  des 
cellules  vegetales  differenciees,  qui  n'en  possedent 
generalement  qu'une  ;  celle-ci  resulte  de  la 
« fusion »  de  nombreuses  vacuoles  de  petite  taille, 
au  cours  de  leur  differenciation.  La  microscopie 
electronique  montre  que  la  vacuole  est  separee  du 
hyaloplasme  par  une  membrane  simple  nommee 
tonoplaste  ;  de  fagon  habituelle,  les  vacuoles  ne 
contiennent  pas  d'elements  figures  et  la  simple 
analyse  cytologique  n'apporte  aucun  renseigne- 
ment  sur  leur  composition  et  les  fonctions  qu'elles 
assurent  (voir  figure  7.19).  Ce  fait  est  a  l'origine  de 
l'idee,  qui  a  persiste  jusqu'a  une  epoque  recente. 


Figure  7.19 

Aspect  de  la  vacuole  dans  une  cellule  vegetale 
Coupe  de  cellule  de  parenchyme  photosynthetique 
d'euphorbe  (microscopie  electronique  x  5  000). 

Noter  les  trois  constituants  caracteristiques  des  cellules 
chlorophylliennes  differenciees  :  paroi,  chloroplastes  et 
vacuole.  (Cliche  J.  Orcival,  Orsay). 
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que  les  vacuoles  constituaient  un  compartiment 
physiologiquement  inerte,  une  simple  reserve 
d'eau,  capable  seulement  d'echanger  cette  mole¬ 
cule  et  quelques  ions  avec  le  milieu  exterieur, 
selon  les  lois  de  la  diffusion. 

II  apparait  actuellement  que  la  vacuole  est  un 
organite  tres  polyvalent,  dont  le  contenu  varie, 
non  seulement  en  fonction  de  l'espece,  mais  aussi 
en  fonction  des  types  cellulaires  et  de  leur  etat 
physiologique.  De  nombreuses  fonctions  lui  sont 
reconnues,  touchant  a  tous  les  domaines  de  la  vie 
des  cellules  et  des  organismes  vegetaux  ;  elle 
assure,  en  particulier : 

-  la  turgescence  permanente  des  cellules,  permet- 
tant  ainsi  la  rigidite  des  tissus  et  le  port  dresse 
des  vegetaux  herbaces,  qui  ne  possedent  pas  de 
structures  de  soutien  (bois) ; 

-  la  croissance  en  longueur  de  nombreux  organes 
vegetaux  (tiges,  racines),  par  allongement  rapide 
des  cellules  (20-70  pm  par  heure),  en  rapport  avec 
les  echanges  d'eau,  comme  precedemment ; 

-  les  mouvements  de  certains  organes  (feuilles, 
tiges),  meme  s'ils  n'ont  pas  l'ampleur,  la  rapidite 
et  la  signification  observee  chez  les  Animaux ; 

-  le  stockage  a  court  ou  long  terme  de  composes 
servant  de  reserves  (ions,  petites  molecules  orga- 
niques  et  meme  macromolecules),  pouvant  etre 
mobilises  en  fonction  des  besoins  grace  a  l'exis- 
tence  d'une  collection  importante  de  transpor- 
teurs  membranaires  et  d'enzymes  appropriees  ; 

-  le  stockage  a  long  terme,  voire  definitif,  de  pro- 
duits  secondaires  du  metabolisme,  parfois  consi¬ 
dered  comme  des  dechets  cellulaires,  mais  dont 
les  roles  semblent  en  fait  importants  a  l'echelle 
des  organismes  (anthocyanes  ;  voir  plus  loin). 

Parmi  toutes  ces  fonctions,  dont  la  plupart  rele- 
vent  de  la  physiologie  vegetale,  on  ne  retiendra  id 
que  celle  de  stockage,  car  il  existe  une  dynamique 
importante  au  sein  des  cellules,  concernant  les 
phenomenes  de  nutrition  et  de  croissance,  a  tra- 
vers  les  echanges  entre  les  vacuoles  et  plusieurs 
autres  compartiments.  Cette  dynamique  met  en 
oeuvre  des  phenomenes  de  transport  (par  proteines 
porteuses  ou  exocytose)  et  des  mecanismes  mole- 
culaires  d'adressage  des  proteines  semblables  a 
ceux  decrits  dans  les  chapitres  6  et  9. 

4.1.2.  Approche  experimentale. 

Caracteristiques  des  vacuoles 

Les  premieres  tentatives  d'isolement  de  vacuoles 
datent  de  1885  (H.  de  Vries)  ;  elles  ont  demontre 


qu'il  s'agissait  bien  d'une  veritable  structure  cellu- 
laire,  et  non  pas  d'une  simple  cavite  au  sein  du 
hyaloplasme.  Les  donnees  modernes  sur  les 
vacuoles  resultent  de  diverses  approches,  une  des 
premieres  etant  la  cytoenzymologie,  qui  ont  mon- 
tre  qu'elles  contiennent  plusieurs  activites  enzy- 
matiques  les  rapprochant  des  lysosomes  des 
cellules  animales.  La  possibility  de  les  isoler  en 
masse  et  de  les  purifier,  comme  n'importe  quel 
autre  organite  cellulaire  (meme  si  les  techniques 
sont  tres  delicates  et  tout  a  fait  specifiques,  en  rai¬ 
son  de  leur  taille  et  de  leur  fragility),  a  ouvert  la 
voie  a  de  nombreuses  analyses  biochimiques,  phy- 
siologiques  et  meme  electrophysiologiques. 

Le  contenu  des  vacuoles  differe  de  fagon  impor¬ 
tante,  quantitativement  et  qualitativement,  de 
celui  du  hyaloplasme  ;  un  phenomene  tres  impor¬ 
tant  de  concentration  de  nombreux  metabolites 
temoigne  de  l'existence  de  mecanismes  actifs  de 
transport  semblables  a  ceux  decrits  au  niveau  de  la 
membrane  plasmique  (voir  chapitre  6).  De  plus, 
les  potentiels  osmotiques  doivent  etre  equilibres 
de  part  et  d'autre  du  tonoplaste,  sous  peine  de 
voir  celui-ci  eclater,  en  raison  de  sa  faible  resis¬ 
tance  mecanique.  Les  vacuoles  concentrent,  a  des 
degres  divers,  des  ions  (Mg2+,  Ca2+),  des  oses  et 
des  osides,  des  acides  organiques  ou  amines  et  des 
macromolecules  (proteines,  glycoproteines  et 
polysaccharides).  Ce  contenu  varie  en  fonction  de 
l'espece,  du  type  cellulaire  et  des  conditions  phy- 
siologiques,  certains  composes  pouvant  faire 
l'objet  d'echanges  tres  rapides  avec  le  hyalo¬ 
plasme.  Meme  dans  les  cellules  banales,  on 
demontre  qu'il  existe  des  fluctuations  quotidiennes 
de  la  concentration  de  plusieurs  molecules  (le  sac¬ 
charose,  l'acide  malique),  au  sein  des  vacuoles,  en 
rapport  direct  avec  la  photosynthese  et  le  rythme 
nycthemeral. 

4.2  Role  physiologique  de  stockage 


Deux  grandes  categories  de  composes  font 
l'objet  de  stockage  dans  les  vacuoles  : 

-  ceux  qui  sont  emmagasines  reversiblement,  pen¬ 
dant  des  temps  pouvant  atteindre  plusieurs 
mois,  et  qui  resultent  du  metabolisme  de  base, 
commun  a  toute  cellule.  II  s'agit  en  general  de 
petites  molecules  (metabolites  primaires),  ou 
bien  de  macromolecules  ;  ces  composes  sont  uti¬ 
lises  comme  des  reserves  de  carbone  et  d'ener- 
gie,  ou  d'atomes  particuliers  (N,  P) ; 
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-  ceux  qui  y  sont  definitivement  immobilises,  soit 
parce  que  ce  sont  des  composes  nocifs  pour  la  vie 
de  la  cellule,  soit  car  ils  ont  une  signification  autre 
que  celle  de  nutriment. 

4.2.1.  Stockage  de  metabolites  primaires 

Ils  sont  fournis  par  le  metabolisme  intermediate 
ou  energetique,  et  sont  essentiellement  represents 
par  les  sucres,  les  acides  organiques  et  les  acides 
amines.  Ces  molecules  sont  accumulees  dans  la 
vacuole  grace  a  des  systemes  de  transport  speci- 
fiques  (voir  plus  loin),  et  elles  peuvent  aisement 
etre  recuperees  par  le  hyaloplasme  et  «reinjectees» 
dans  l'activite  cellulaire  ;  leurs  mouvements  sont 
rapides,  rythmiques,  avec  une  periodicite  parfois 
quotidienne  en  rapport,  comme  on  le  verra  plus 
loin,  avec  l'activite  photosynthetique  du  tissu.  On 
peut  citer,  par  exemple  : 

-  le  saccharose,  qui  existe  a  l'etat  dissous  dans  les 
vacuoles,  a  des  concentrations  pouvant  etre  ele- 
vees  (15  a  20  %).  II  constitue  le  sucre  de  canne  ou 
de  betterave ; 

-  les  acides  carboxyliques,  qui  appartiennent 
essentiellement  au  cycle  de  Krebs  (acide  citrique, 
isocitrique,  etc.)  ;  parmi  ceux-ci  il  faut  signaler 
l'acide  malique,  un  acide  dicarboxylique  en  C4, 
dont  le  role  est  important  dans  le  controle  du  pH 
intracellulaire.  Nous  en  reparlerons  au  sujet  des 
plantes  dites  CAM  (voir  plus  loin) ; 

-  les  acides  amines,  parmi  lesquels  on  citera  la 
phenylalanine  et  la  tyrosine,  dans  les  feuilles  des 
Legumineuses,  ou  l'arginine  et  la  lysine  chez  la 
levure  ou  l'hevea ; 

-  l'acide  oxalique  (COOH)2,  produit  indirect  de  la 
photosynthese,  qui  a  un  statut  a  part,  car  il  est 
stocke  sous  forme  de  sel,  souvent  insoluble,  et  sa 
reutilisation  est  probablement  tres  lente  (voir 
chapitre  10). 

4.2.2.  Stockage  de  macromolecules 

Deux  categories  principals  de  macromolecules 
sont  l'objet  d'un  stockage  reversible,  a  long  terme, 
au  sein  des  vacuoles  :  les  polysaccharides  et  les 
proteines,  souvent  glycosylees.  L'inuline  est  un 
polysaccharide  soluble  de  faible  masse  moleculaire, 
propre  a  quelques  families  :  Composees  (artichaut, 
salsifis,  topinambour,  dahlia),  Campanulacees  et 
Liliacees.  C'est  un  polymere  lineaire  constitue  de 
residus  fructose  (fructosane),  qui  est  stocke  a  l'etat 
dissous  dans  les  vacuoles  ;  on  le  trouve  dans  les 
tubercules,  les  racines,  les  bulbes,  ou  il  existe  a 


l'exclusion  de  l'amidon.  Il  constitue,  au  meme  titre 
que  ce  dernier,  des  reserves  permettant  a  la  plante 
de  franchir  la  mauvaise  saison  (plantes  vivaces  ou 
bisannuelles). 

Dans  les  graines  deshydratees,  les  reserves  pro¬ 
teiques  se  presentent  sous  forme  d'inclusions 
solides  limitees  par  une  membrane,  et  nominees 
grains  d'aleurone  ou  corps  proteiques  (situes  dans 
les  cellules  de  l'embryon  ou  de  l'albumen).  Ces 
structures  derivent  de  vacuoles  classiques,  apres 
deshydratation  ;  celles-ci  se  fragmentent  et  se 
deshydratent  progressivement,  tout  en  accumulant 
une  grande  quantite  de  proteines,  ainsi  que  des 
composes  nommes  phytates  (hexaphosphates  d'un 
polyalcool  :  l'inositol).  Au  sein  des  grains  d'aleu¬ 
rone,  on  observe  une  segregation  de  ces  consti- 
tuants,  faisant  apparaitre  des  globules  refringents 
(globoides)  constitues  de  phytates  insolubles,  au 
milieu  d'une  matrice  proteique  parfois  cristallisee 
localement  (cristalloide)  ;  les  corps  proteiques, 
moins  differences,  contiennent  uniquement  des 
proteines  (voir  figure  7.20).  Ces  proteines  de 
reserve,  qui  constituent  jusqu'a  70  %  de  la  masse 
seche  de  certaines  graines,  sont  connues  sous  les 
noms  de  globulines  chez  les  Legumineuses  (pha- 
seoline  du  haricot),  ou  de  prolamines  et  de  glute- 
lines  chez  les  cereales.  Les  mecanismes  de  leur 
synthese  et  de  leur  accumulation  dans  les  vacuoles 
seront  evoques  plus  loin  et  dans  le  chapitre  9. 

Les  tests  cytochimiques  montrent  que  les 
vacuoles  contiennent,  outre  ces  reserves,  de  nom- 
breuses  hydrolases,  semblables  a  celles  des  lyso- 
somes  des  Animaux,  mais  sous  une  forme 
inactive.  Lors  de  la  germination  de  la  graine,  qui 
peut  se  produire  plusieurs  mois  ou  plusieurs 
annees  apres  sa  formation,  le  processus  de  rehy- 
dratation  entraine  des  evenements  inverses  : 
gonflement  des  grains  d'aleurone  ou  des  corps 
proteiques,  solubilisation  de  leur  contenu  et  enfin 
digestion  des  reserves  emmagasinees.  Celle-ci  est 
due  a  l'action  des  hydrolases  deja  presentes,  mais 
activees,  et  a  celle  de  nouvelles  enzymes,  acquises 
secondairement  par  les  vacuoles.  Les  produits  de 
la  digestion  traversent  le  tonoplaste  et  participent 
a  la  croissance  de  l'embryon,  encore  heterotrophe 
a  cette  etape  du  developpement. 

4.2.3.  Stockage  de  metabolites  secondaires 

Ces  composes,  d'une  grande  diversity,  derivent 
de  voies  metaboliques  specifiques  a  certains 
groupes  ou  certaines  especes  vegetales.  Ils  appar- 
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Figure  7.20 

Grains  d'aleurone  et  corps  proteiques  dans  les  cellules  vegetales 

(1)  Aspect  des  corps  proteiques  dans  des  cellules  embryonnaires.  (2)  Cycle  de  formation  et  de  disparition  des  grains 

d'aleurone  dans  une  cellule  de  graine  de  ricin.  (Cliche  Labo  BV,  Orsay). 

gl :  globolde  ;  cr  :  cristalloide  ;  sa  :  substance  amorphe  ;  n  :  noyau ;  v  :  vacuole. 


tiennent  essentiellement  a  la  famille,  chimique- 
ment  tres  heterogene,  des  glycosides  (ou  hetero¬ 
sides)  ;  ils  contiennent  un  sucre  (qui  favorise  la 
solubilisation  dans  la  vacuole)  et  un  residu  non 
glucidique,  appele  aglycone  :  alcool  methylique, 
glycerol,  phenol,  etc.  L'aglycone  contient  parfois 
du  S  ou  du  N  ;  en  fonction  du  sucre,  on  a  des  glu- 
cosides  ou  des  galactosides.  On  peut  citer  :  les 
composes  cyanogeniques  (formant  du  HCN),  les 
pigments  flavoniques  (anthocyanes),  les  alca- 
loides,  les  tanins,  etc.  Les  glycosides  sont  parfois 
toxiques  pour  les  cellules  elles-memes  ;  le  stockage 
aurait  done  id  une  reelle  fonction  de  sequestration 
et  serait  comparable  au  processus  d'elimination 
des  dechets  chez  les  Animaux.  En  ce  sens,  les 
vacuoles,  comme  les  lysosomes,  represented  un 
compartiment  potentiellement  dangereux  pour  la 
cellule  et  dont  le  controle,  au  niveau  de  la  permea- 
bilite,  est  crucial. 


Comme  le  stockage  des  glycosides  ne  corres¬ 
pond  visiblement  pas  a  un  role  de  reserve  metabo- 
lique,  ni  meme  a  un  role  general  d'excretion,  il  a 
ete  suggere  que  des  fonctions  plus  subtiles,  mais 
tout  aussi  importantes,  soient  associees  a  la  pre¬ 
sence  des  vacuoles  qui  les  contiennent.  Certains  de 
ces  composes  interviennent  sans  doute  dans  les 
relations  etroites  existant  entre  les  plantes  et  les 


Animaux,  ou  les  plantes  et  leurs  pathogenes.  On 
attribue,  par  exemple,  une  fonction  de  signal 
attractif  aux  pigments  floraux,  vis-a-vis  des 
Insectes  pollinisateurs,  ou  bien  de  signal  repulsif, 
dans  le  cas  de  molecules  toxiques  qui  sont  liberees 
des  vacuoles,  lorsque  les  plantes  sont  attaquees  ou 
mangees  par  des  predateurs  (cas  des  tanins  ou  des 
composes  cyanogeniques).  De  nombreux  exemples 
d'Insectes  infeodes  a  des  plantes  particulieres  (pie- 
ride  du  chou)  tendent  a  demontrer  le  caractere  tres 
specifique  de  ces  relations.  A  ce  titre,  les  vacuoles 
pourraient  finalement  jouer  un  role  considerable 
au  niveau  de  l'equilibre  et  de  Involution  des  popu¬ 
lations  vegetales,  comme  moyen  de  selection. 

Enfin,  un  grand  nombre  de  glycosides  sont  uti¬ 
lises  par  l'Homme  comme  colorants,  epices  ou 
condiments,  poisons,  drogues,  excitants,  medica¬ 
ments  (nicotine,  morphine,  vinblastine,  etc.)  ;  la 
pharmacopee  comprend  par  exemple  les  derives 
de  la  digitaline,  la  phloridzine,  la  salicine,  l'amyg- 
daline,  etc.,  qui  sont  des  glycosides  cardiaques.  Les 
huiles  essentielles,  produits  volatils  et  odorants, 
sont  des  melanges  complexes  dans  lesquels  domi- 
nent  des  hydrocarbures  terpeniques,  avec  des 
alcools  ou  des  aldehydes.  Ce  sont  sans  doute  des 
dechets  du  metabolisme  cellulaire  ;  on  les  trouve 
dans  diverses  glandes  ou  tissus  specialises. 
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4.3  Mecanismes  d'echange  a  travers 
le  tonoplaste. 

Adressage  des  proteines  vacuolaires 


4.3.1.  Les  transporteurs  vacuolaires 

II  existe  une  grande  diversity  de  transporteurs 
inclus  dans  le  tonoplaste,  permettant  le  passage 
actif  ou  passif  des  metabolites  cites  plus  haut ;  on 
y  retrouve  toutes  les  categories  de  molecules  por- 
teuses  presentees  dans  la  membrane  plasmique 
(voir  chapitre  6).  On  connait  en  particulier  : 

-  deux  pompes  a  protons,  qui  injectent  ces  der- 
niers  dans  la  vacuole  et  acidifient  sa  lumiere 
(dont  le  pH  peut  descendre  jusqu'a  4,  soit  une 
concentration  en  ions  H+  10 3  fois  superieure  a 
celle  du  hyaloplasme).  II  existe  une  pompe  ATP 
dependante  classique  et  une  pompe  originale, 
mue  par  l'hydrolyse  du  pyrophosphate ; 

-  de  nombreux  transporteurs  actifs  secondaires, 
en  general  de  type  antiport,  qui  utilisent  le  gra¬ 
dient  de  protons  pour  faire  entrer  des  molecules 
simples  dans  la  vacuole  :  glucose,  fructose,  acides 
amines,  etc.  Dans  le  tonoplaste,  ces  transporteurs 
ont  le  meme  role  que  ceux  decrits,  par  exemple, 
dans  la  membrane  plasmique  des  cellules  ani- 
males,  et  qui  fonctionnent  avec  les  ions  Na+  ; 

-  de  nombreux  canaux  ioniques  et  echangeurs 
ioniques,  qui  assurent  le  passage  des  ions  Ca2+, 
Cl“  ou  N03“,  par  exemple  ; 

-un  transporteur  d'eau,  de  type  aquaporine, 
conferant  au  tonoplaste  une  grande  permeabilite 
a  cette  molecule,  qui  suit  ainsi  rapidement  les 
mouvements  des  ions ; 

-  un  transporteur  specifique  du  saccharose,  qui 
couple  le  transport  de  ce  compose  a  sa  synthese 
a  partir  de  ses  deux  precurseurs,  au  sein  d'un 
gros  complexe  enzymatique  transmembranaire 
du  tonoplaste. 

L'ensemble  de  ces  transporteurs  est  represente 
dans  la  figure  7.21.  Enfin,  il  a  cytologiquement  ete 
demontre  que  le  tonoplaste  est  capable  d'une  pino- 
cytose  active,  au  meme  titre  que  la  membrane 
plasmique.  Un  phenomene  de  double  pinocytose, 
ayant  lieu  simultanement  au  niveau  des  mem¬ 
branes  plasmique  et  tonoplastique,  pourrait  etre 
responsable  du  passage  de  composes  extracellu- 
laires,  directement  dans  la  vacuole  (un  peu  a  la 
maniere  de  la  transcytose  des  cellules  animales). 


4.3.2.  Un  exemple  d'echange  A  travers 

LE  TONOPLASTE,  EN  RAPPORT  AVEC  UN  TYPE 

PARTICULIER  DE  PHOTOSYNTHESE 

Certains  echanges  dans  les  deux  sens  ont  lieu 
quotidiennement  entre  la  vacuole  et  le  hyalo¬ 
plasme  ;  c'est  le  cas  de  l'acide  malique,  dans  le 
cadre  du  metabolisme  tres  particulier,  nomme 
CAM  ( crassulacean  acid  metabolism).  Cette  periodi- 
cite  est  mise  en  evidence  chez  des  plantes  grasses 
(Crassulacees),  adaptees  aux  regions  arides,  ou 
chez  des  plantes  des  milieux  sales.  Sans  entrer  dans 
le  detail  de  ce  metabolisme,  on  peut  ainsi  decrire 
les  evenements  qui  sont  mis  en  jeu,  au  sein  d'une 
meme  cellule,  contrairement  a  ce  qui  se  passe  dans 
les  plantes  dites  en  C4  (voir  chapitre  10). 

Pendant  la  nuit,  qui  est  fraiche  et  relativement 
humide,  les  stomates  des  feuilles  sont  largement 
ouverts  et  le  CO,  atmospherique  emplit  les  tissus 
du  vegetal  ;  les  cellules  le  fixent,  en  l'absence  de 
lumiere,  selon  le  mode  observe  chez  les  plantes  en 
C4,  c'est-a-dire  en  produisant  de  l'acide  malique, 
ou  malate,  au  sein  du  hyaloplasme.  Ce  dernier  est 
ensuite  concentre  dans  la  vacuole,  grace  a  un  sys- 
teme  de  transport  actif  tres  efficace,  consommant 
de  l'ATP.  Le  phosphoenol-pyruvate,  qui  sert 
d'accepteur  nocturne  de  C02,  provient  de  l'hydro- 
lyse  et  de  la  degradation  glycolytique  d'une  partie 


pompes 


Figure  7.21 

Transporteurs  et  canaux  rencontres  dans  les  vacuoles 
des  cellules  des  Vegetaux  superieurs 

Ce  schema  recapitule  les  multiples  modes  de  transport 
des  ions  et  des  molecules  organiques  dans  la  vacuole. 
Noter  la  presence  d'une  pompe  protonique  mue  par  le 
pyrophosphate  (P-Pi). 
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de  l'amidon  qui  a  ete  stocke  le  jour  precedent. 
Pendant  la  journee,  qui  est  seche,  les  stomates 
etant  fermes  pour  des  raisons  d'economie  d'eau,  le 
CO,  ne  peut  penetrer  dans  la  plante.  Le  malate 
accumule  dans  la  vacuole  sort  de  celle-ci,  et  est 
decarboxyle  dans  le  hyaloplasme.  La  teneur  en 
CO,  dissous  augmente  rapidement  et  la  photosyn- 
these  «normale»  se  met  en  route  au  sein  des  chlo- 
roplastes  :  l'ATP,  le  NADPH  et  l'amidon  sont 
activement  synthetises  ;  ce  dernier,  qui  est  lui- 
meme  stocke  dans  le  stroma,  sera  en  partie  degrade 
la  nuit  suivante.  Cette  alternance  physiologique 
jour/nuit  consiste  en  fait  en  un  stockage  nocturne 
de  C02,  sous  forme  de  malate,  dans  la  vacuole  ;  les 
differences  de  concentration  de  ce  metabolite  vont 
de  1  a  100  entre  le  jour  et  la  nuit. 

4.3.3.  Mecanismes  d' accumulation  specifique 

DE  PROTEINES  DANS  LES  VACUOLES 

De  meme  que  pour  les  lysosomes,  des  meca¬ 
nismes  appropries  doivent  diriger  les  proteines 
constitutives  des  vacuoles  vers  leurs  destinations 
precises  :  membrane  ou  lumiere,  en  particulier  dans 
le  cas  des  cellules  qui  y  accumulent  de  grandes 
quantites  de  ces  molecules  (cas  des  graines  protea- 
gineuses).  Le  principe  est  identique  a  celui  qui  est 
connu  pour  les  proteines  du  type  « secrete »,  dans 
les  cellules  animales  :  ces  proteines  possedent  un 
peptide-signal  hydrophobe  qui  les  dirige  vers  le 
reticulum  endoplasmique  rugueux,  au  niveau 
duquel  a  lieu  l'essentiel  de  la  synthese,  par  inser¬ 
tion  cotraductionnelle.  Apres  transfert  a  l'appareil 
de  Golgi  et  passage  dans  les  divers  saccules  des 
dictyosomes,  ou  ont  lieu  de  nombreuses  modifica¬ 
tions  post-traductionnelles,  les  proteines  sont 
empaquetees  dans  des  vesicules  golgiennes  speci- 
fiques  ;  celles-ci  sont  finalement  dirigees  vers  la 
vacuole  avec  laquelle  elles  fusionnent,  et  dans 
laquelle  elles  deversent  leur  contenu  (pour  les 
details,  voir  chapitre  9).  Certaines  donnees  sugge- 
rent  aussi  que  des  vesicules  provenant  du 
reticulum  endoplasmique  rugueux  pourraient 
directement  rejoindre  le  tonoplaste. 


4.4.  Origine  cellulaire  des  vacuoles 


Des  observations  deja  anciennes,  effectuees  sur 
des  cellules  dont  le  contenu  vacuolaire  est  naturel- 
lement  pigmente  (ou  artificiellement  colore  avec 
du  rouge  neutre  in  vivo),  ont  montre  que  la  ou  les 
grosses  vacuoles  des  cellules  differenciees  resul- 
tent,  au  cours  de  leur  croissance,  de  l'accroisse- 
ment  progressif  et  de  la  fusion  de  minuscules 
vesicules  plus  ou  moins  filamenteuses.  Le  cyto- 
plasme,  dont  la  masse  augmente  peu,  est  repousse 
contre  la  paroi,  la  majeure  partie  du  volume  cellu¬ 
laire  etant  alors  occupee  par  la  vacuole.  II  faut 
signaler  id  que  ce  phenomene  est  reversible  dans 
certains  tissus,  au  sein  desquels  on  assiste  a  une 
regression  et  une  fragmentation  des  vacuoles,  qui 
precedent  souvent  une  reprise  des  divisions  cellu- 
laires  ;  c'est  le  cas  dans  la  dedifferenciation,  qui  a 
lieu  au  cours  de  l'embryogenese  somatique,  par 
exemple  (voir  chapitre  14). 

L'origine  exacte  de  ces  organites  est  longtemps 
restee  objet  de  controverses,  mais  on  s'accorde  a 
reconnaitre  qu'elles  derivent,  dans  les  cellules 
meristematiques,  d'un  reseau  constitue  de  longs 
tubules  de  0,1  pm  de  diametre,  ramifies  et 
anastomoses  ;  ce  reseau,  dit  provacuolaire,  est  bien 
visible  en  microscopie  a  tres  haut  voltage,  apres 
impregnation  osmique.  Les  tubules  se  fragmentent 
ensuite  en  vesicules  isolees,  disposees  en  chapelets, 
qui  finissent  par  fusionner  et  donner  naissance  a 
des  vesicules  de  plus  en  plus  grosses. 

Comme  on  l'a  signale  plus  haut,  la  membrane 
vacuolaire  accroit  sa  surface  grace  a  un  phenomene 
qui  peut  etre  compare  a  l'exocytose,  puisque  des 
vesicules  d'origine  golgienne  (et  peut-etre  aussi 
issues  du  reticulum  endoplasmique)  viennent 
fusionner  avec  le  tonoplaste.  Ce  processus  est  sem- 
blable  a  celui  qui  est  responsable  de  l'augmenta- 
tion  de  la  surface  de  la  membrane  plasmique  de 
toutes  les  cellules  eucaryotiques,  lors  des  pheno- 
menes  d'exocytose  classique  ;  dans  les  deux  cas, 
on  parle  de  membrane  terminale. 
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Perspective  biomedicale 


Les  diabetes  sucres 


Le  diabete  sucre  rassemble  differentes  maladies 
dont  le  point  commun  est  l'hyperglycemie.  On  en 
connait  deux  grandes  categories  :  le  diabete  de 
type  I,  dit  juvenile  (10  a  20  %  des  cas),  et  le  diabete 
de  type  II,  qui  apparait  tardivement  (adultes  et 
personnes  agees).  On  les  qualifie  respectivement, 
en  fonction  des  causes  de  la  maladie,  de  diabete 
insulinodependant  (DID)  et  de  diabete  non  insuli- 
nodependant  (DNID).  La  gestion  de  la  glycemie 
(maintenue  entre  0,8  et  1,1  g/1  de  sang)  est  assuree 
essentiellement  par  deux  hormones  aux  effets 
antagonistes  :  l'insuline  et  le  glucagon  (ainsi  que 
l'adrenaline  et  les  glucocorticoides),  qui  condition- 
nent  a  la  fois  l'entree  du  glucose  dans  les  cellules 
et  l'orientation  generale  de  leur  metabolisme  ener- 
getique. 

Le  diabete  de  type  I,  qui  est  l'une  des  maladies 
chroniques  les  plus  repandues  chez  l'enfant,  a  une 
origine  auto-immune.  II  resulte  de  la  destruction 
progressive,  par  des  lymphocytes  T  actives,  des 
cellules  beta  des  ilots  de  Langerhans  du  pancreas, 
qui  secretent  l'insuline  (voir  le  chapitre  9).  Le  dia¬ 
bete  de  type  II,  souvent  lie  a  l'obesite  et  plus  insi- 
dieux,  a  des  causes  variees.  II  est  responsable  de 
nombreux  handicaps  et  d'une  mortality  elevee 
(maladies  coronariennes)  dans  les  pays  develop- 
pes,  en  particular.  Les  traitements  sont  evidem- 
ment  differents  :  pour  survivre,  les  patients  affectes 
de  DID  sont  tenus,  quotidiennement,  de  subir  des 
injections  sous-cutanees  d'insuline  ;  le  DNID  peut 
etre  traite  par  un  regime  approprie,  l'exercice  phy¬ 
sique  et  divers  medicaments. 

Le  role  hypoglycemiant  de  l'insuline  est  du  au  fait 
qu'elle  favorise  la  penetration  du  glucose  sanguin 
dans  les  cellules  musculaires  striees  et  les  cellules 
adipeuses,  ainsi  que  son  stockage  sous  forme  de 
glycogene  (dans  le  foie  et  le  muscle).  Au  niveau 
des  cellules  cibles,  l'insuline  agit,  via  des  recep- 
teurs  membranaires  de  type  tyrosine  kinases  (voir 
le  chapitre  13),  en  stimulant  le  recrutement  et  la 
mise  en  place  de  permeases  du  glucose  dans  la 
membrane  plasmique  (voir  le  chapitre  6).  Ces 


transporteurs  sont  stockes  au  niveau  de  vesicules 
qui  subissent  une  exocytose  rapide  apres  la  trans¬ 
duction  du  signal  envoye  par  l'hormone.  Au  niveau 
metabolique,  l'activite  et  la  synthese  d'un  certain 
nombre  d'enzymes  permettant  l'utilisation  du  glu¬ 
cose  par  le  foie  (glycolyse,  synthese  du  glycogene) 
sont  stimulees  par  l'insuline  et  inhibees  par  le  glu¬ 
cagon.  La  regulation  est  inverse  pour  les  enzymes 
permettant  la  production  de  glucose  par  le  foie  en 
periode  de  jeune. 

L'insuline  utilisee  en  therapeutique  a  ete  initia- 
lement  extraite  de  pancreas  de  pore  ou  de  bceuf  ; 
puis  l'insuline  porcine  a  ete  chimiquement 
«humanisee».  Actuellement,  l'insuline  humaine 
est  obtenue  par  genie  genetique  et  fabriquee  par 
des  bacteries  ;  divers  analogues  de  la  molecule 
naturelle  ont  ete  obtenus  par  mutation,  dont  les 
actions  sont  soit  ultrarapides,  soit  ralenties  (de 
sorte  qu'une  seule  injection  par  jour  est  desormais 
possible).  Bien  que  non  hereditaire,  la  susceptibi- 
lite  au  DID  semble  associee  a  la  transmission  de 
certains  alleles  du  complexe  majeur  d'histocompa- 
tibilite. 

Le  diabete  de  type  II  est  une  maladie  tres  hete¬ 
rogene,  caracterisee  en  general  par  un  faible  taux 
d'insuline  (mais  parfois  normal)  ;  ses  mecanismes 
physiopathologiques  sont  mal  connus.  Le  pro- 
bleme  provient  en  fait  le  plus  souvent  d'un  dys- 
fonctionnement  des  cellules  cibles  qui  ne 
repondent  plus  normalement  a  l'hormone,  en  rai¬ 
son  d'une  diminution  du  nombre  de  ses  recep- 
teurs.  La  prise  excessive  et  prolongee  d'aliments, 
ou  une  intolerance  peripherique  au  glucose, 
entrainent  la  secretion  continue  d'insuline,  ce  qui 
conduit  a  une  insulinoresistance  dont  les  meca¬ 
nismes  moleculaires  exacts  sont  encore  mal  identi¬ 
fies.  Des  alterations  ont  aussi  ete  observees  dans 
les  mecanismes  du  transport  du  glucose  et  de  son 
metabolisme.  Enfin,  de  nombreux  arguments  sug- 
gerent  que  des  facteurs  genetiques  jouent  un  role 
important  dans  l'apparition  de  la  maladie. 
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Resume 


Afin  d'assurer  leur  croissance  et  le  renouvellement 
de  leurs  molecules,  les  cellules  heterotrophes  ont  en 
permanence  besoin  de  nutriments,  qui  sont  fournis 
par  le  milieu  exterieur,  et  fabriques  par  les  orga- 
nismes  autotrophes.  Les  glucides  sont,  pour 
l'essentiel,  degrades  par  la  glycolyse  et  le  cycle  des 
HMP.  La  glycolyse  peut  fonctionner  en  anaerobiose 
et  est  alors  a  la  base  des  fermentations,  qui  produi- 
sent  une  faible  quantite  d'ATP  ;  en  aerobiose,  elle 
est  une  phase  preparatoire  a  la  respiration.  Le 
cycle  des  HMP  produit  des  coenzymes  reduits 
destines  essentiellement  a  la  synthese  des  lipides. 

Les  voies  de  synthese  des  nucleotides  et  des  acides 
amines,  precurseurs  des  principales  macromole¬ 
cules  de  toutes  les  cellules,  sont  branchees  sur 
celles  du  metabolisme  energetique  ;  chez  les  cel¬ 
lules  eucaryotiques,  celles-ci  sont  localisees  a  che- 
val  sur  le  hyaloplasme,  les  mitochondries  et  les 
plastes.  A  l'inverse,  ces  molecules  peuvent  faire 
l'objet  d'une  degradation  partielle  qui  reinjecte 
leurs  chainons  carbones  de  base  dans  les  processus 
du  catabolisme  (gluconeogenese)  ;  ceci  temoigne 
d'une  profonde  imbrication  des  processus  de 
degradation  et  de  synthese  au  sein  des  cellules. 

La  constitution  de  reserves  organiques  ou  mine- 
rales  est  un  trait  commun  a  tous  les  etres  vivants  ; 
apres  leur  degradation,  elles  permettent  aux  cel¬ 
lules  de  survivre  dans  des  conditions  de  penurie 
alimentaire.  Un  grand  nombre  de  macromolecules 
et  de  structures  de  stockage,  specialisees  ou  non, 
sont  decrites  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes. 
Ces  composes  represented  une  source  rapidement 
mobilisable  de  carbone  et  d'energie,  de  precurseurs 
et  de  sels  mineraux.  Leur  synthese  et  leur  degrada¬ 


tion  impliquent  en  general  des  voies  biochimiques 
differentes,  ce  qui  permet  un  controle  separe  des 
etapes  clefs  de  ces  metabolismes. 

Chez  les  Eucaryotes,  deux  types  d'organites  sont 
directement  impliques  dans  les  processus  de  stoc¬ 
kage  et  de  digestion  de  composes  d'origine  endo- 
gene  ou  exogene.  Les  lysosomes  des  cellules 
animales,  des  Protistes  et  des  Champignons, 
constituent  un  compartiment  original,  en  raison  de 
la  nature  des  enzymes  qu'ils  contiennent ;  ils  sont 
specialises  dans  les  fonctions  de  digestion  et  impli¬ 
ques  a  ce  titre  dans  une  multitude  d'activites  phy- 
siologiques.  L'heterophagie,  qui  consiste  dans  la 
digestion  de  materiel  d'origine  extracellulaire 
(particules  ou  cellules)  intervient  surtout  dans  la 
nutrition,  mais  aussi  dans  les  phenomenes  de 
defense  des  organismes  pluricellulaires.  L'auto- 
phagie  consiste  dans  la  digestion  controlee  de 
materiel  interne  aux  cellules  elles-memes,  et  est 
impliquee  dans  le  renouvellement  permanent  des 
structures  biologiques  ;  elle  est  mise  en  jeu  lors  de 
divers  phenomenes  d'histolyse  observes  chez  les 
organismes  pluricellulaires.  Pour  ces  raisons,  de 
nombreuses  maladies  sont  associees  a  un  mauvais 
fonctionnement  des  lysosomes. 

Chez  les  Vegetaux,  les  vacuoles  ont,  outre  diverses 
fonctions  capitales  specifiques  a  ce  regne,  un  role 
primordial  dans  le  stockage  a  court  ou  long  terme 
d'une  grande  quantite  d'ions  et  de  metabolites,  soit 
a  l'etat  soluble,  soit  sous  forme  de  macromolecules. 
Leur  origine  cellulaire  et  leurs  proprietes  biochi¬ 
miques  les  rapprochent  des  lysosomes  des  cellules 
animales  ;  la  richesse  du  tonoplaste  en  transpor¬ 
ters  temoigne  de  l'importance  des  echanges  qui 
existent  entre  la  vacuole  et  le  hyaloplasme. 
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1.  Qu'appelle-t-on  phosphorylation  au  niveau  du  substrat  ?  dans  quelle  voie  metabolique  rencontre-t¬ 
on  ce  phenomene  qui  est  a  l'origine  d'une  partie  de  l'ATP,  dans  la  majorite  des  etres  vivants  ? 

2.  Pourquoi  peut-on  distinguer  deux  phases  fondamentalement  differentes  dans  la  serie  des  etapes  de 
la  glycolyse  ?  Quelle  est  la  reaction  chimique  qui  les  separe  ? 

3.  Quelle  est  la  signification  physiologique  des  differents  types  de  fermentations  decrits  chez  les 
Procaryotes  ou  les  Eucaryotes  ? 

4.  Quels  composes  importants  du  metabolisme  des  macromolecules  sont  fabriques  dans  la  voie  des 
pentoses-phosphates  ? 

5.  Quelle  est  la  destination  metabolique  majeure  du  NADPH  fourni  par  la  voie  des  HMP  ? 

6.  Dans  quels  compartiments  cellulaires  se  deroulent  la  glycolyse  et  la  voie  des  pentoses-phosphates  ? 

7.  Qu'appelle-t-on  gluconeogenese  ?  quelle  est  la  localisation  de  ses  principales  etapes  au  sein  des  cel¬ 
lules  eucaryotiques  ? 

8.  Donner  le  nom  des  differents  composes  stockes  a  titre  de  reserve  au  sein  du  hyaloplasme  des  cellules 
procaryotiques  et  eucaryotiques.  Sous  quelle  forme  les  y  trouve-t-on  ? 

9.  Nommer  les  principales  structures  de  reserve  specialisees  decrites  chez  les  Eucaryotes.  Quelle  forme 
de  stockage  representent-elles  ? 

10.  Rappeler  les  principales  etapes  biochimiques  intervenant  dans  la  synthese  des  glucides  de  reserve. 

11.  Quelles  caracteristiques  du  glycogene  font  de  ce  compose  une  molecule  de  reserve  du  glucose  parti- 
culierement  interessante  pour  l'organisme  ? 

12.  En  quoi  la  decouverte  des  lysosomes  est-elle  originale  dans  l'histoire  de  la  biologie  cellulaire  ? 

13.  Quelles  proprietes  biochimiques  permettent  de  caracteriser  les  lysosomes  des  cellules  animales  ? 
Donner  le  principe  d'une  methode  cytologique  permettant  d'identifier  avec  certitude  une  vesicule 
lysosomale. 

14.  Dans  quelle  glande  endocrine  des  Vertebres  les  lysosomes  ont-ils  un  role  capital  a  jouer  pour  la  syn¬ 
these  de  l'hormone  secretee  ?  Rappeler  brievement  les  etapes  mises  en  jeu. 

15.  Donner  la  definition  de  l'heterophagie  et  citer  quelques  exemples  classiques  de  ce  phenomene. 

16.  Meme  question  pour  l'autophagie. 

17.  Chez  quels  organismes  la  digestion  extracellulaire,  liee  a  l'exocytose  d'enzymes  lysosomales,  est-elle 
tres  importante  d'un  point  de  vue  nutritionnel  ? 

18.  Nommer  et  donner  les  causes  de  diverses  maladies,  genetiques  ou  non,  liees  au  dysfonctionnement 
des  lysosomes. 

19.  Rappeler  les  principales  fonctions  physiologiques  associees  aux  vacuoles  chez  les  Vegetaux  supe- 
rieurs. 

20.  Quels  sont  les  principaux  metabolites  stockes  dans  les  vacuoles  ?  quelle  est  leur  origine  physiolo¬ 
gique  au  sein  de  la  cellule  vegetale  ? 

21.  Donner  le  nom  et  la  nature  chimique  de  diverses  macromolecules  pouvant  etre  emmagasinees  pour 
de  longues  durees  au  sein  des  vacuoles. 

22.  Quelles  sont  les  fonctions  des  nombreux  transporteurs  associes  a  la  membrane  des  vacuoles  des  cel¬ 
lules  vegetales  ? 

23.  Quelle  est  la  particularite  du  metabolisme  de  l'acide  malique  chez  les  plantes  dites  CAM  ? 
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Chapitre  8 


EXPRESSION 
DES  GENES  NUCLEAIRES 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 

Aspects  cellulaires 
et  moleculaires 


La  quasi-totalite  de  l'ADN  des  cellules  eucaryo- 
tiques  est  contenue  dans  le  noyau  et,  contraire- 
ment  a  ce  qui  se  passe  pour  les  Bacteries,  l'essentiel 
de  l'information  genetique  est  enferme  dans  un 
compartiment  membranaire  specifique.  Une  autre 
difference  fondamentale  tient  a  la  maniere  dont 
l'ADN,  qui  se  presente  chez  les  Eucaryotes  sous  la 
forme  de  longues  molecules  lineaires,  est  stocke 
dans  cet  organite.  Une  categorie  de  proteines 
propres  a  ce  groupe  d'etres  vivants,  les  histones, 
est  a  la  base  de  la  constitution  de  la  chromatine, 
element  structural  majeur  du  noyau. 


Depuis  un  siecle,  le  role  du  noyau  a  ete  succes- 
sivement  analyse  au  moyen  d'experiences  de  type 
cellulaire,  biochimique  et  physiologique,  dont  nous 
decrirons  les  plus  marquantes  dans  ce  chapitre. 
Deux  exemples  de  chromosomes  remarquables, 
dits  chromosomes  geants,  seront  aussi  etudies  en 
detail  car  ils  ont  permis  de  mieux  comprendre  les 
mecanismes  de  l'expression  des  genes  et  le  fonc- 
tionnement  normal  du  noyau.  Toutes  ces  analyses 
demontrent  que  la  compartimentation  nucleaire 
entraine  la  separation  dans  l'espace  et  par  conse¬ 
quent,  dans  le  temps,  de  la  transcription  et  de  la 
traduction.  Ceci  a  des  consequences  importantes  : 
les  ARN  codant  les  proteines,  en  particulier,  ne 
sont  pas  immediatement  utilises  pour  fabriquer 
celles-ci,  mais  sont  recouverts  de  proteines  dont 
certaines  induisent  sur  eux  de  profonds  remanie- 
ments  moleculaires.  Les  mecanismes  assurant  le 
flux  de  l'information  genetique  sont  ainsi  beau- 
coup  plus  complexes  chez  les  Eucaryotes  que  chez 
les  Procaryotes.  De  ce  point  de  vue,  le  mode  de 
fonctionnement  du  nucleole  constitue  un  exemple 
tres  interessant  de  rapport  entre  structure  et  fonc- 
tion,  au  niveau  du  materiel  genetique. 


La  connaissance  des  mecanismes  de  regulation 
coordonnee  de  l'activite  des  genes  devrait  fournir 
la  clef  du  probleme  fondamental  pose  par  le  deve- 
loppement  embryonnaire  des  organismes  pluricel- 
lulaires.  Alors  que  toutes  les  cellules  d'un  embryon 
animal,  par  exemple,  heritent  de  la  meme  informa¬ 
tion  genetique,  certaines  sont  amenees  a  se  diffe- 
rencier  en  types  bien  distincts.  Leur  specialisation 
progressive  est  essentiellement  due  a  la  produc¬ 
tion  de  collections  specifiques  de  proteines  ;  celle- 
ci  est  expliquee  par  des  phenomenes  d'activation 
ou  de  repression  de  genes,  de  sorte  que  ces  cellules 
n'utilisent  en  fait  qu'une  faible  partie  de  leur  patri- 
moine  genetique.  Enfin,  comme  chez  tous  les  etres 
vivants,  l'expression  des  genes  fait  l'objet  de 
controles  rapides  et  a  court  terme,  qui  permettent 
une  adaptation  des  organismes  eucaryotiques  aux 
changements  de  l'environnement. 


1.  ORGANISATION  DU  MATERIEL 
GENETIQUE  CHEZ 
LES  EUCARYOTES 


1.1,  Organisation  du  noyau  interphasique 


1.1.1.  Aspect  du  noyau 

EN  MICROSCOPIE  PHOTONIQUE 


Le  noyau  apparait,  en  lumiere  naturelle,  comme 
un  globule  tres  refringent ;  on  rappelle  que  c'est  le 
premier  organite  cellulaire  a  avoir  ete  identifie. 
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De  grande  taille  :  5  a  20  pm  de  dia metre,  il  est  aist- 
ment  colorable  par  les  techniques  de  l'histologie 
classique  (voir  chapitre  2).  De  forme  le  plus  sou- 
vent  spherique  ou  lenticulaire,  il  presente  parfois 
un  aspect  plurilobe  (dans  des  globules  blancs  dits, 
a  tort,  polynucleaires)  ;  il  peut  aussi  prendre  une 
forme  tres  allongee  dans  certaines  cellules  speciali- 
stes  telles  que  les  spermatozoi'des  ou  les  cellules 
musculaires  lisses.  Le  volume  du  noyau  est  en 
general  proportionnel  a  celui  de  la  cellule  (10  %  en 
moyenne)  ;  chez  un  organisme  donnt,  cependant, 
sa  taille  relative  (rapport  nucleocytoplasmique) 
est  un  indice  de  l'activite  physiologique  de  la  cel¬ 
lule.  Ce  rapport  est  d'autant  plus  tlevt  que  l'acti- 
vitt  cellulaire  est  importante  ;  les  cellules 
embryonnaires  ou  meristematiques,  par  exemple, 
ont  un  noyau  volumineux  et  sont  caracterisees  par 
un  rapport  nucleocytoplasmique  eleve. 

1.1.2.  Structure  et  ultrastructure  nucleaires 

Apres  une  coloration  appropriee  (a  l'hematoxy- 
line,  qui  est  un  colorant  basique,  par  exemple),  le 
noyau  presente  une  structure  complexe.  Il  appa- 
rait  limite  par  un  systeme  membranaire  en  appa- 
rence  simple  :  la  « membrane  nucleaire  ».  Son 
contenu  montre  un  reseau  intensement  colorable, 
d'aspect  reticule  ou  granuleux,  nommt  chroma- 
tine  (substance  «prenant  les  colorants »)  ;  celle-ci 
baigne  dans  un  liquide  incolore  :  le  sue  nucleaire 
ou  nucleoplasme.  Enfin,  on  observe  un  ou  plu- 
sieurs  globules  de  1  a  3  pm  de  diametre,  colorables 
par  des  techniques  differentes  de  celles  colorant  la 
chromatine  :  les  nucleoles  (voir  figures  2.7  et  2.8). 

•  En  microscopie  electronique,  la  frontiere 
nucleaire  apparait  en  fait  constitute  de  deux  mem¬ 
branes  classiques  epaisses  de  6  nm  environ  ;  l'es- 
pace  intermembranaire  est  large  de  20  a  50  nm 
(voir  figure  8.1).  On  doit  done  parler  d'enveloppe 
nucleaire  ;  celle-ci  est  percte  de  pores  qui  font 
communiquer  le  nucleoplasme  et  le  hyaloplasme. 
La  membrane  externe  est  en  continuite  avec  le  reti¬ 
culum  endoplasmique  rugueux  (voir  chapitre  9), 
et  porte  parfois  des  ribosomes  sur  sa  face  externe. 
La  membrane  interne  est  doublee  a  l'interieur,  du 
cote  du  nucleoplasme,  par  une  structure  plus  ou 
moins  epaisse  (de  15  a  50  nm)  appelte  lamina. 
Cette  doublure,  etroitement  accolee  a  la  mem¬ 
brane,  est  constitute  de  prottines  appeltes 
lamines,  appartenant  a  la  famille  des  filaments 
intermtdiaires  (voir  chapitre  11).  Celles-ci  sont 
organistes  en  un  complexe  fibreux  a  maille  carrte 


qui  contribue  a  rigidifier  l'enveloppe  nucltaire  et 
lui  confere  sa  resistance  vis-a-vis  de  certains  dtter- 
gents  doux. 


Figure  8.1 

Noyau  interphasique  observe  en  microscopie 
electronique 

On  distingue  :  1)  l'enveloppe  nucleaire,  contre  laquelle 
sont  appliques  des  amas  sombres  de  chromatine  dense 
(heterochromatine) ;  2)  la  chromatine  diffuse  (euchroma- 
tine),  plus  claire  ;  3)  un  gros  nucleole  central,  auquel  est 
associe  un  amas  de  chromatine  dense. 

Cellule  pancreatique  exocrine  de  souris.  Grossissement 
x  12  000.  (Cliche  J.  Andre,  Labo  BC4,  Orsay). 


•  Les  pores  nucleaires  ont  un  diametre  voisin 
de  100  nm  ;  il  en  existe  3  a  4  000  par  noyau  de  cel¬ 
lule  de  Mammifere  typique  (voir  figure  8.2).  Ce  ne 
sont  pas  de  simples  orifices  mtnagts  dans  l'enve¬ 
loppe,  mais  au  contraire  des  structures  complexes 
constitutes  de  150  a  200  polypeptides  et  formant 
une  structure  dont  la  forme  est  celle  d'une  «roue 
de  charrette»  ;  on  parle  de  complexes  des  pores. 
Ces  derniers  sont  ttroitement  associts  a  la  lamina 
(voir  figure  8.3).  Ils  se  comportent  comme  des 
canaux  aqueux  permettant  la  diffusion  plus  ou 
moins  rapide  de  moltcules  dont  la  masse  moltcu- 
laire  peut  aller  jusqu'a  70  kDa  ;  leur  diametre  effi- 
cace  serait  done  d'environ  9  nm.  La  question  est  de 
savoir  comment  des  particules  ou  des  complexes 
enzymatiques  de  diametre  et  de  taille  suptrieurs 
peuvent  franchir  ces  pores.  On  a  dtmontrt  qu'il 
existe  en  fait  un  transport  actif  ntcessitant  une 
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Figure  8.2 

Aspect  de  I'enveloppe  nucleaire 
en  microscopie  electronique 


(a)  Coupe  ultrafine  :  on  distingue  nettement  les  deux 
membranes,  l'espace  intermembranaire  et  les  emplace¬ 
ments  des  complexes  des  pores,  marques  par  l'absence 
de  chromatine  dense  appliquee  contre  I'enveloppe  ;  la 
lamina  n'est  pas  observable  sur  ce  cliche,  (b)  Aspect  en 
cryofracture  :  la  surface  representee  est  la  face  supe- 
rieure  de  la  membrane  interne,  la  fracture  etant  passee 
dans  l'espace  intermembranaire  ;  la  distribution  des 
pores  est  bien  visible  sur  ce  cliche. 

Cellule  d'epididyme  de  souris.  Grossissement  x  30  000. 
(Cliche  J.  Andre,  Labo  BC4,  Orsay). 


deformation  soit  des  particules  transportees,  soit 
de  la  structure  interne  des  pores  (voir  chapitre  9). 

•  La  chromatine,  dont  la  composition  chimique 
et  la  structure  precise  seront  examinees  plus  loin, 
est  constitute  de  deux  categories  bien  distinctes  de 
materiel  :  1)  l'heterochromatine  (chromatine 
dense),  tres  opaque  aux  electrons,  et  2)  l'euchro- 
matine  (chromatine  diffuse,  invisible  en  microsco¬ 
pie  photonique),  constitute  de  fines  fibres  de  10  a 
30  nm  de  diametre,  assocites  a  l'htttrochromatine 
(voir  figure  8.1). 


•  Le  nucltole  apparait  comme  une  masse  spon- 
gieuse,  de  structure  heterogene,  dans  laquelle  on 
distingue  trois  rtgions  dont  la  composition  a  ttt 


Representation  schematique  des  complexes  des  pores 

(a)  Vue  de  dessus,  cote  hyaloplasmique  :  on  distingue  la 
structure  a  base  octogonale.  (b)  Vue  en  coupe,  montrant 
I'enveloppe  nucleaire  et  la  lamina  (1).  Les  pores 
nucleaires  sont  constitues  d'un  anneau  hyaloplasmique 
forme  de  8  granules  (gr)  de  20  nm  de  diametre,  associe  a 
2  autres  anneaux  plus  fins  (am,  ai),  situes  autour  du 
canal  du  pore.  Des  structures  fibreuses  (f)  partent  de  ces 
anneaux  et  sont  dirigees  vers  le  hyaloplasme  ou  le 
nucleoplasme  ;  dans  ce  dernier,  les  fibres  se  reunissent 
pour  constituer  une  sorte  de  panier  ouvert,  ou  de  cage. 
Le  centre  du  canal  est  occupe  par  une  particule  de 
grande  faille  (pc)  representant  l'axe  de  l'edifice. 
me  et  mi  :  membranes  externe  et  interne  ;  eim  :  espace 
intermembranaire  ;  am  et  ai :  anneaux  median  et  interne  ; 
pc  :  particule  centrale  ;  rl :  recepteur  de  la  lamine. 


connue  grace  aux  techniques  cytochimiques  (voir 
figures  8.1  et  8.4) : 

-  un  centre  fibrillaire  (d'importance  variable  et 
toujours  modeste),  forme  de  fibres  laches  de 
chromatine  diffuse  ;  cette  zone  n'est  pas  toujours 
facile  a  identifier ; 

-  un  composant  fibrillaire  dense,  contenant  de 
l'ADN  et  une  importante  quantite  d'ARN  ;  il  se 
presente  souvent  sous  la  forme  d'un  ruban  pelo- 
tonne ; 
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-  un  composant  granulaire,  constitue  de  parti- 
cules  de  15  a  25  nm  de  diametre,  riches  en  ARN 
et  en  proteines,  dont  l'aspect  rappelle  celui  des 
ribosomes.  Des  amas  de  chroma  tine  dense  sont 
parfois  accoles  a  la  peripherie  du  nucleole. 


Figure  8.4 

Ultrastructure  du  nucleole 

La  structure  heterogene  et  «spongieuse»  apparait  ici 
clairement.  On  distingue  le  composant  fibrillaire,  sous 
l'aspect  d'un  ruban  tortueux,  le  composant  granulaire  et 
plusieurs  zones  claires.  Ce  nucleole  est  entoure  de  chro- 
matine  dense  et  accroche  a  l'enveloppe  par  un  amas  de 
celle-ci. 

Cellule  pancreatique  de  souris.  Grossissement  x  30  000. 
(Cliche  J.  Andre,  Labo  BC4,  Orsay). 


Le  detail  du  fonctionnement  moleculaire  du 
nucleole  sera  donne  plus  loin.  On  sait  depuis  long- 
temps  que  cette  structure  est  liee  a  un  site  chromo- 
somique  precis.  En  effet,  au  moment  de  la  mitose, 
on  la  voit  disparaitre  a  mesure  que  les  chromo¬ 
somes  s'individualisent,  et  reapparaitre  au  debut 
de  l'interphase.  Comme  on  le  verra  plus  loin,  les 
nucleoles  sont  le  produit  de  l'activite  de  ces  sites, 
qui  correspondent  a  ce  que  les  cytologistes  appel- 
lent  les  constrictions  secondaires,  dans  les  chro¬ 
mosomes  metaphasiques  (voir  chapitre  12). 

1.1.3.  Diversite  des  situations  cellulaires 

La  plupart  des  cellules  animates  ont  un  seul 
noyau,  mais  il  existe  des  exceptions  :  les  cellules 
hepatiques  des  Mammiferes,  par  exemple,  en 
comptent  souvent  deux  ;  les  cellules  musculaires 
striees  et  les  osteoclastes  sont  des  cellules  geantes 


contenant  un  grand  nombre  de  noyaux.  Les  syncy¬ 
tiums  sont  des  masses  cytoplasmiques  volumi- 
neuses  au  sein  desquelles  on  peut  observer  un 
grand  nombre  de  noyaux  (voir  chapitre  2).  A  l'in- 
verse,  certains  types  cellulaires  perdent  leur  noyau 
au  cours  de  leur  differenciation  et  sont,  a  court 
terme,  voues  a  la  mort  :  c'est  le  cas  des  hematies 
des  Mammiferes  ou  des  cellules  des  tubes  cribles 
(phloeme)  des  Vegetaux  superieurs. 

1.2  Composition  chimique  et  organisation 
de  la  chromatine 


1.2.1.  Composition  chimique  globale  des  noyaux 

Les  techniques  cytochimiques,  telles  que  la  reac¬ 
tion  de  Feulgen  (voir  encart  suivant),  montrent 
que  la  chromatine  contient  de  l'ADN,  alors  que  les 
nucleoles  contiennent  essentiellement  des  ARN. 

La  composition  chimique  des  noyaux  est 
connue  depuis  longtemps,  car  ce  sont  les  organites 
les  plus  faciles  a  purifier  par  les  techniques  du 
fractionnement  cellulaire.  A  cote  de  l'ADN,  les 
proteines  sont  le  constituant  majeur  de  la  chroma¬ 
tine.  On  distingue  deux  families  principales  :  les 
histones,  et  les  proteines  dites  non  histones,  qui 
se  lient  toutes  deux  a  l'ADN,  mais  se  distinguent 
par  de  nombreuses  proprietes.  Les  histones  appar- 
tiennent  a  cinq  types  moleculaires  differents  et 
sont  tres  abondantes,  tandis  que  les  «non 
histones »  sont  extremement  diverses  et  indivi- 
duellement  peu  representees  (103  a  104  fois  moins 
que  chaque  histone).  Ces  proportions  s'expliquent 
par  le  fait  que  les  premieres  interviennent  dans 
l'empaquetage  et  la  compaction  de  l'ADN  au  sein 
du  noyau,  tandis  que  les  secondes  jouent  un  role 
dans  l'expression  des  genes  et  leur  controle,  et 
dans  la  replication.  Enfin,  une  faible  quantite 
d'ARN  est  toujours  associee  a  la  chromatine. 

Dans  la  chromatine,  l'ADN  est  represente  par 
de  tres  longues  molecules,  dont  il  existe  un  exem- 
plaire  pour  chaque  chromosome  contenu  dans  le 
noyau.  Ceci  a  ete  prouve  pour  des  organismes  a 
petit  genome,  comme  la  drosophile  ou  la  levure 
(qui  possede  un  nombre  reduit  de  petits  chromo¬ 
somes  :  16  ;  voir  figure  3.5),  et  est  sans  doute  vrai 
pour  tous  les  Eucaryotes.  Chez  l'Homme,  les  plus 
longues  d'entre  elles  atteignent  pres  de  9  cm  de 
long,  et  chez  d'autres  especes,  en  particulier  cer¬ 
tains  Amphibiens,  dont  le  genome  est  30  fois  plus 
grand,  elles  sont  encore  plus  longues. 
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Encart  technique 

La  reaction  «nucleale»  de  Feulgen 
Cette  reaction  met  specifiquement  en  evidence 
l'ADN.  Son  principe  est  le  suivant  :  les  coupes 
histologiques  sont  soumises  a  une  hydrolyse 
acide  menagee  (HC1  5N,  20  °C,  15  min).  Ce  pre- 
traitement  elimine  uniquement  les  bases 
puriques  de  l'ADN  et  libere  les  fonctions  alde- 
hydiques  reductrices  au  niveau  du  Cl  du 
desoxyribose.  Si  cette  hydrolyse  se  prolonge 
trop  longtemps,  tout  l'ADN  est  degrade,  solubi¬ 
lise  et  n'est  plus  maintenu  dans  des  structures 
cytologiquement  identifiables.  C'est  d'ailleurs 
ce  qui  se  passe  pour  l'ARN  cellulaire,  qui  est 
perdu  au  cours  de  ce  protocole,  et  done  non 
observable.  Les  fonctions  aldehydiques  demas- 
quees  sont  reperees  grace  au  reactif  de  Schiff 
qui  se  recolore  en  rose  a  leur  niveau  (voir  la 
reaction  a  TAPS,  chapitre  7)  ;  toute  structure 
riche  en  ADN  apparait  alors  de  cette  couleur  au 
microscope.  C'est  ainsi  que  l'on  colore  la  chro- 
matine  et  les  chromosomes  des  cellules  euca- 
ryotiques.  Cette  coloration  est  quantitative  et 
permet  de  comparer  les  teneurs  en  ADN  dans 
les  noyaux  de  cellules  d'organismes  differents 
ou  dans  differentes  cellules  d'un  meme  orga- 
nisme.  Cette  technique  necessite  les  memes 
controles  que  ceux  decrits  pour  la  reaction  a 
l'APS  ;  elle  est  actuellement  abandonnee  pour 
des  methodes  moins  specifiques,  mais  plus 
faciles  a  mettre  en  oeuvre  (voir  chapitre  3). 


1.2.2.  Histones  et  nucleosomes 

Les  cinq  types  differents  d'histones  ont  en  com- 
mun  les  proprietes  suivantes  :  1)  petite  masse  mole- 
culaire  (MM  de  11  a  24  kDa),  2)  grande  richesse  en 
acides  amines  basiques  (lysine  et  arginine  :  20  a 
30  %)  charges  positivement,  et  3)  grande  conserva¬ 
tion  evolutive  (sauf  pour  Hj).  Ces  molecules  sont 
presentes  en  quantites  a  peu  pres  equimolaires,  et 
se  repartissent  en  deux  families  :  H2A,  H2B,  H3,  H4 
(102-135  acides  amines)  et  H2  (210-220  acides  ami¬ 
nes)  ;  les  premieres  sont  dites  «nucleosomiques», 
la  derniere  est  dite  «intemucleosomique».  Contrai- 
rement  aux  quatre  autres  histones,  il  existe  plu- 
sieurs  varietes  d'histone  H:  chez  un  organisme 
donne  ;  on  en  connait  six  differentes,  par  exemple, 
dans  les  cellules  de  Mammiferes. 


La  maniere  dont  ces  proteines  sont  associees  a 
l'ADN  a  ete  etudiee  grace  a  la  microscopie  electro- 
nique  ;  l'etalement  de  la  chromatine,  associe  a 
l'ombrage  metallique  (voir  chapitre  3),  permet 
d'observer  une  structure  remarquable,  vue  pour  la 
premiere  fois  en  1974,  et  se  presentant  sous  l'aspect 
d'un  collier  de  perles  (voir  figure  8.5).  La  chroma- 
tine  decondensee  au  maximum  se  presente  sous 
forme  de  billes  de  10  nm  de  diametre  environ, 
separees  par  un  fin  filament  de  2,5  nm  d'epais- 


Figure  8.5 

Organisation  de  la  chromatine  nucleaire 

(a)  Chromatine  partiellement  desorganisee,  obtenue 
apres  lyse  menagee  des  noyaux.  (b)  Structure  caracteris- 
tique  en  collier  de  perles,  montrant  les  nucleosomes. 
(c)  Representation  schematique  de  quelques  nucleo¬ 
somes  formant  le  nucleofilament.  (d)  Organisation  d'un 
nucleosome,  montrant  le  trajet  de  l'ADN  formant  deux 
tours  (146  paires  de  bases)  autour  d'un  coeur  proteique. 
Par  digestion  menagee,  grace  a  une  ADNase,  on 
demontre  que  le  fil  du  « collier  de  perles »  est  constitue 
d'ADN  nu,  alors  que  les  billes  contiennent  de  l'ADN  et 
des  histones.  Le  coeur  proteique  (en  couleur)  est  constitue 
de  2  exemplaires  de  chacune  des  4  histones  nucleoso- 
miques  :  H2A,  H2B,  H3  et  H4.  (Cliches  Labo  BC4,  Orsay). 
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seur  :  ce  sont  les  nucleosomes.  On  appelle  nucleo- 
filament  cette  fibre  elementaire  constituant  la 
chromatine. 

L'interaction  entre  ADN  et  histones  est  peu  spe- 
cifique  ;  elle  s'etablit  entre  les  charges  negatives 
portees  par  le  squelette  sucre-phosphate  de  chaque 
brin  de  la  double  helice  et  les  charges  positives  des 
acides  amines  de  ces  proteines.  Deux  nucleosomes 
sont  separes  par  une  longueur  moyenne  d'environ 
60  paires  de  bases  d'ADN  nu  (lien  internucleoso- 
mique).  L'ADN  subit  de  cette  fagon  une  premiere 
condensation  (146  paires  de  bases  =  49,6  nm  de 
long,  compares  a  10  nm) ;  cette  structure  constitue, 
a  la  maniere  d'une  bobine  de  fil,  le  premier  niveau 
d'empaquetage  de  l'ADN.  II  faut  se  souvenir  que 
dans  un  noyau  somatique  humain  de  5-10  pm  de 
diametre,  il  faut  faire  entrer  1,8  metre  d'ADN,  ce 
qui  represente  environ  3.107  nucleosomes. 

1.2.3.  LA  FIBRE  NUCLEOSOMIQUE 

ET  LES  EDIFICES  D'ORDRE  SUPERIEUR 

L'etalement  de  chromatine  native  ou  les  coupes 
ultrafines  montrent  le  plus  souvent  une  fibre  com- 
pacte  de  30  nm  de  diametre.  Cette  structure  d'ordre 
superieur  au  collier  de  perles  resulte  de  l'empile- 
ment  des  nucleosomes,  qui  s'organisent  en  une 
helice  reguliere  (voir  figure  8.6).  Le  role  des  his¬ 
tones  internucleosomiques  consiste  a  ponter  les 
perles  les  unes  aux  autres  en  s'accrochant  a  elles 
d'une  part,  et  entre  elles  d'autre  part.  Le  detail  des 
interrelations  est  mal  connu,  mais  on  sait  cepen- 
dant  que  ces  histones  Ht,  qui  ont  une  region  cen- 
trale  globuleuse,  encadree  des  bras  N  et  C 
terminaux,  se  fixent  sur  le  bord  externe  de  l'ADN 
entourant  l'octamere.  Ce  type  de  structure  permet 
de  faire  passer  de  5  cm  d'ADN  nu  a  0,1  cm. 


Ces  deux  premiers  niveaux  d'organisation  ne 
suffisent  pas  a  rendre  compte  de  la  compacite 
structurale  observee  dans  l'heterochromatine  ou 
dans  les  chromosomes  metaphasiques.  On  sup¬ 
pose  que  des  mecanismes  voisins,  a  savoir  un  sys- 
teme  de  boucles  et  d'helices  d'ordre  superieur, 
entrent  en  jeu  pour  condenser  cette  fibre  dans  ces 
deux  situations  (voir  chapitre  12).  Ces  boucles 
auraient  une  longueur  de  20  a  150  kilopaires  de 
bases  d'ADN  et  seraient  pontees  a  leur  base  par 
des  proteines  de  liaison,  organisant  ainsi  une  sorte 
de  squelette  axial.  Cette  organisation  est  suggeree 
par  l'observation  de  boucles  de  ce  type  dans  les 
chromosomes  geants  en  ecouvillon  ou  polyteniques 
(voir  plus  loin),  ainsi  que  chez  les  Procaryotes.  Un 
chromosome  humain  moyen,  representant  une 
longueur  de  4,5  cm  d'ADN  environ,  contiendrait 
1  000  a  3  000  boucles  ;  leur  nombre,  par  genome 
haploide,  serait  done  du  meme  ordre  de  grandeur 
que  le  nombre  de  genes  estime  pour  l'espece,  soit 
30  a  40  000  genes. 

Les  boucles  des  differents  chromosomes  locale- 
ment  deroules  sont  enchevetrees  et  non  obser¬ 
vables  de  facon  individuelle  dans  la  chromatine 
interphasique  ;  cependant  des  donnees  recentes 
suggerent  que  celle-ci  est  hautement  structuree  et 
que  chaque  chromosome  se  melange  peu  avec  ses 
voisins.  II  faut  enfin  avoir  une  vision  dynamique 
de  la  chromatine  car,  a  un  moment  donne,  certains 
domaines  des  chromosomes  peuvent  etre  dans  un 
etat  hypercondense  et,  plus  tard,  etre  deroules  et 
actifs.  La  chromatine  doit  etre  vue  comme  une  suc¬ 
cession  de  domaines  condenses  et  de  domaines 
plus  diffus,  avec  des  passages  reversibles  d'un  etat 
dans  l'autre,  suivant  la  phase  du  cycle  cellulaire,  la 
presence  de  stimuli  exterieurs...  Nous  verrons 
plus  loin,  en  effet,  que  la  synthese  des  ARN  a 
essentiellement  lieu  dans  l'euchromatine. 


© 


Figure  8.6 

Organisation  de  la  fibre  de  chromatine  de  30  nm  de  diametre 

Elle  est  constitute  d'un  solenolde  dans  lequel  6  nucleosomes  forment  un  tour  complet.  L'histone  H,,  qui  stabilise  cet 
edifice  compact,  n'est  pas  figuree  sur  ce  schema.  (1)  Vue  de  dessus  ;  (2)  fibre  compacte  de  30  nm  ;  (3)  fibre  en  « collier 
de  perles  »,  resultant  du  deroulement  de  la  precedente. 
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2.  ROLE  DU  NOYAU 
DANS  LA  VIE  CELLULAIRE 

L'expression  noyau  quiescent  parfois  appli- 
quee  a  l'etat  apparent  du  noyau,  par  opposition  a 
son  aspect  lors  de  la  division,  n'implique  pas  qu'il 
n'ait  aucune  activite  biochimique.  Bien  au 
contraire,  cette  activite  est  maximale  pendant  la 
periode  separant  deux  divisions  successives,  appe- 
lee  interphase  ;  simplement,  cette  intense  activite 
ne  s'accompagne  pas  de  changements  morpholo- 
giques  ou  structuraux  bien  visibles.  Des  expe¬ 
riences  deja  anciennes  de  physiologie  cellulaire, 
dont  les  premieres  ont  debute  il  y  a  un  siecle  envi¬ 
ron,  ont  cherche  a  identifier  les  fonctions  de  cet 
organite  dans  la  vie  cellulaire.  Conduites  en  paral¬ 
lel  avec  celles  relatives  a  la  nature  chimique  de 
l'information  genetique  (voir  chapitre  4),  elles  ont 
grandement  contribue  a  etablir  les  modalites  du 
fonctionnement  de  cette  derniere. 


occupent  jusqu'a  25  %  du  volume  du  noyau  !  Par 
ailleurs,  l'etude  du  rapport  entre  les  volumes  du 
composant  granulaire  et  du  composant  fibrillaire 
montre  que  les  cellules  actives  en  synthese  pro- 
teique  possedent  des  nucleoles  ayant  un  compo¬ 
sant  granulaire  tres  developpe  ;  la  signification  de 
cette  observation  sera  donnee  plus  loin. 

On  peut  faire  une  derniere  remarque,  au  sujet 
des  pores  nucleaires  :  dans  les  types  cellulaires 
connus  pour  presenter  un  trafic  moleculaire  impor¬ 
tant  entre  le  nucleoplasme  et  le  hyaloplasme,  la 
densite  des  pores  dans  l'enveloppe  nucleaire  est 
telle  qu'ils  represented  25  %  de  sa  surface  !  C'est 
le  cas  par  exemple  pour  l'ovocyte  d'Amphibien  en 
phase  de  vitellogenese,  chez  lequel  on  compte 
jusqu'a  60  complexes  par  pm2.  En  revanche,  dans 
les  noyaux  des  cellules  differenciees,  riches  en 
heterochromatine,  le  nombre  de  pores  est  tres 
reduit  (2  par  pm2),  et  leur  emplacement  est  rendu 
visible  par  la  presence  d'espaces  clairs  entre  les 
paquets  denses  d'heterochromatine. 


2.1  Organisation  du  noyau 
et  activite  cellulaire 


2.2  Experiences  de  merotomie,  d'enudeation 
et  de  greffe  nucleaire 


Bien  que  l'aspect  du  noyau  soit  peu  modifie  au 
cours  de  l'interphase,  on  observe  cependant  cer- 
taines  correlations  globales  entre  morphologie  et 
fonction,  lors  des  processus  de  differentiation  cel¬ 
lulaire.  De  maniere  constante,  la  microscopie  elec- 
tronique  montre  que  les  cellules  embryonnaires, 
animales  ou  vegetales,  possedent  une  abondante 
chromatine  diffuse  et  peu,  ou  pas,  de  chromatine 
condensee.  Tres  rapidement,  au  cours  du  develop- 
pement  des  tissus,  les  noyaux  acquierent  de  plus 
en  plus  de  chromatine  condensee.  Chez  l'adulte, 
on  observe  une  evolution  semblable  lors  du  pro¬ 
cessus  de  differentiation  concernant  certaines 
lignees  cellulaires  (comme  celle  conduisant  aux 
globules  rouges)  :  lorsqu'on  passe  des  cellules- 
souches,  peu  differenciees,  en  division  active,  a 
celles  engagees  dans  une  specialisation  fonction- 
nelle  tres  pointue,  on  note  que  l'heterochromatine 
envahit  progressivement  le  noyau. 


Une  autre  modification  spectaculaire  du  noyau 
concerne  la  morphologie  et  l'organisation  des 
nucleoles.  II  est  bien  etabli  que  leur  taille  globale 
est  correlee  a  l'activite  cellulaire,  et  proportion- 
nelle  a  celle-ci.  Chez  des  cellules  vegetales  a  l'etat 
de  dormance,  par  exemple,  ils  sont  pratiquement 
inexistants,  alors  que  dans  des  cellules  fabriquant 
des  quantites  tres  importantes  de  proteines,  ils 


La  merotomie  consiste  a  sectionner  des  cellules 
en  fragments,  dont  un  seul  conserve  le  noyau  ;  en 
raison  de  leur  taille  parfois  importante,  les  pre¬ 
miers  types  cellulaires  ainsi  analyses  furent  des 
Protistes.  Les  infusoires  Cilies  et  les  Amibes  ont 
ete  etudies  des  1880  par  Balbiani  et  ses  contempo- 
rains.  Une  experience  effectuee  sur  le  stentor  merite 
d'etre  decrite  :  ce  Protozoaire  possede  un  macro¬ 
nucleus  organise  en  chainette  le  long  du  corps  cel¬ 
lulaire  et  un  micronucleus  situe  dans  la  zone 
superieure  (voir  figure  2.11).  Des  sections  transver- 
sales  de  la  cellule  (admirons  la  prouesse  tech¬ 
nique  !)  conduisent  a  des  fragments  possedant,  soit 
un  morceau  de  noyau,  soit  pas  de  noyau  du  tout. 
Ceux  qui  contiennent  un  bout  de  macronucleus 
cicatrisent  aisement  puis  regenerent  en  quelques 
jours  une  cellule  complete  apres  une  croissance 
importante  et  une  morphogenese  bien  precise.  Les 
fragments  anuclees  cicatrisent  mais  ne  s'accroissent 
pas  (absence  d'assimilation),  et  finissent  par  mou- 
rir  et  se  lyser  au  bout  de  1  a  2  semaines.  Des  resul- 
tats  comparables  ont  ete  obtenus  chez  les  Amibes. 

Les  conclusions  de  ces  experiences  simples  sont 
tres  eclairantes  :  elles  demontrent  que  le  noyau 
controle  la  croissance  cellulaire  a  travers  l'assimi- 
lation,  mais  qu'il  determine  aussi  la  morphogenese, 
c'est-a-dire  la  realisation  de  structures  morpholo- 
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giques  souvent  complexes.  Elies  indiquent  aussi 
que  certains  processus  vitaux  peuvent  se  pour- 
suivre  quelque  temps  dans  le  cytoplasme  sans  sa 
presence,  et  que  l'information  qui  en  est  issue  peut 
etre  vehiculee  sur  une  assez  longue  distance. 

Des  operations  plus  fines  d'enucleation  et  de 
greffe  nucleaire  ont  ete  possibles  des  le  develop- 
pement  de  la  microchirurgie,  grace  aux  microma- 
nipulateurs  mis  au  point  en  particulier  par 
Comandon  et  de  Fonbrune  (1939).  II  a  ete  possible 
a  ces  auteurs  d'enlever  le  noyau  d'une  Amibe  (et 
de  verifier  les  anciennes  donnees  sur  la  meroto- 
mie)  et  de  completer  ces  experiences  au  moyen  de 
la  contre-epreuve  suivante  :  ils  ont  reussi  a  trans¬ 
planter  un  nouveau  noyau,  tire  d'une  autre  Amibe, 
a  une  Amibe  recemment  enucleee.  Dans  les  2  a  4 
minutes  qui  suivent  la  greffe,  on  observe  que  la 
cellule  a  nouveau  entiere  retrouve  la  possibilite  de 
se  mouvoir,  de  prelever  des  proies  par  phagocy- 
tose  et  les  digerer,  et  meme  de  se  diviser. 

De  tres  nombreuses  experiences  de  greffe 
nucleaire  ont  ete  realisees  sur  une  algue  unicellu- 
laire  marine  geante,  nominee  Acetabularia,  dans  les 
annees  1930  (Hammerling). 

Nous  verrons  plus  loin  que  les  intuitions  de 
Hammerling  etaient  fondees  car  il  fut  demontre  en 

Encart  historique 

Les  experiences  sur  Acetabularia 
Ces  cellules  comportent  une  base  constitute  de 
courts  stolons  fixes  au  substrat,  une  tige  verti¬ 
cal  fine  de  plusieurs  centimetres  de  long  et  un 
chapeau  circulaire  dont  la  forme  est  specifique 
d'une  espece  donnee  (voir  figure  8.7).  Le  seul 
noyau  de  cette  cellule  se  situant  au  niveau  des 
stolons,  ce  materiel  se  prete  a  des  experiences 
simples  de  merotomie  ou  de  greffe  de  noyaux. 
Un  premier  resultat,  surprenant,  est  que  l'enu- 
cleation  ne  conduit  a  la  mort  de  la  cellule 
qu'apres  plusieurs  mois  de  survie  ;  en  outre, 
l'ablation  du  chapeau  d'une  algue  recemment 
enucleee  est  souvent  suivie  de  la  regeneration 
complete  de  l'organe  perdu.  La  nutrition  et  une 
capacite  de  morphogenese  se  maintiennent 
done  pendant  une  duree  anormalement 
longue  ;  pour  reconcilier  ces  observations  avec 
les  donnees  plus  anciennes,  Hammerling  sug- 
gera  l'existence  de  substances  morphogenes 
issues  du  noyau,  actives  dans  le  cytoplasme  et 
particulierement  abondantes  ici,  eu  egard  a  la 
taille  importante  de  la  cellule  d 'Acetabularia. 


De  nombreuses  experiences  de  greffes  interspe- 
cifiques  de  cellules  nucleees  ou  non,  suivies  ou 
non  d'ablation  du  chapeau,  confirment  l'exis¬ 
tence  de  telles  substances,  en  montrant  que  le 
noyau  determine  indirectement  la  morphologie 
du  chapeau,  au  moyen  de  molecules  specifiques 
dont  la  duree  de  vie  est  limitee  (voir  figure  8.8). 
D'autres  manipulations  ont  prouve,  de  fagon 
symetrique,  que  le  cytoplasme  influence  le  com- 
portement  du  noyau.  Dans  le  cycle  normal  de 
l'algue,  ce  dernier  ne  se  divise  que  lorsque  le 
chapeau  est  completement  differencie,  les 
noyaux  fils  colonisant  ensuite  chaque  lobe  de 
celui-ci  pour  y  former  des  zoospores  ou  des 
gametes.  En  pratiquant  l'ablation  systematique 
du  chapeau,  juste  avant  la  fin  de  sa  regeneration 
complete,  Hammerling  a  reussi  a  repousser 
indefiniment  l'entree  en  division  du  noyau. 


1951,  dans  ce  systeme  biologique,  que  les  sub¬ 
stances  qu'il  avait  imaginees  etaient  des  ARN 
(rappelons  que  la  structure  de  l'ADN  ne  fut  decou- 
verte  qu'en  1953  !).  La  notion  d'interactions 
nucleocytoplasmiques  est  fondamentale  en  biolo- 
gie  cellulaire  :  le  devenir  des  cellules  est  a  tout  ins¬ 
tant  controle  grace  a  des  mecanismes  de  regulation 
par  retroaction,  semblables  dans  leur  principe  a  ce 
qui  est  connu  dans  le  metabolisme.  La  difference 
fondamentale  est  qu'il  s'agit  ici  de  controler  l'ex- 
pression  des  genes,  le  plus  souvent  grace  au  pro- 
duit  d'autres  genes,  a  savoir  des  proteines  ayant 
une  fonction  d'activation  ou  de  repression  du 
genome.  Les  reponses  a  ces  questions,  posees  il  y  a 
un  demi-siecle,  sont  desormais  formulees  en  termes 
moleculaires  precis. 

Il  faut  enfin  rappeler  l'existence,  chez  les  orga- 
nismes  pluricellulaires,  de  certains  types  de  cel¬ 
lules  naturellement  anucleees,  dont  le  devenir 
confirme  ce  qui  vient  d'etre  decrit.  Les  hematies  de 
Mammiferes  resultent  d'un  long  processus  de  dif¬ 
ferentiation  qui  leur  a  fait  perdre  leur  noyau  :  elles 
derivent  des  erythroblastes  nuclees,  qui  se  multi- 
plient  activement,  puis  se  transforment  en  erythro¬ 
cytes  qui  perdent  leur  noyau  pour  donner  en  fin  de 
compte  des  reticulocytes.  Ces  derniers  continuent 
de  synthetiser  pendant  quelque  temps  de  grandes 
quantites  d'hemoglobine  et  perdent  peu  a  peu  tous 
leurs  autres  organites,  de  sorte  que  les  hematies 
sont  reduites  a  des  sacs  d'hemoglobine  ;  leur  duree 
de  vie  est  alors  limitee  a  une  centaine  de  jours. 
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Figure  8.7 

Cellules  d'Acetabularia  mediterranea 

Chaque  cellule  est  formee  d'une  ombrelle,  dont  le  dia- 
metre  est  de  8  mm  environ,  portee  par  un  pied  fin  long 
de  4  a  5  cm.  L'unique  noyau  est  localise  a  la  base  du 
pied.  (Cliche  Labo  BG,  Orsay). 


2.3  Le  noyau  :  lieu  d'une  synthese  d'ARN 
exporte  vers  le  cytoplasme 


Les  cytologistes  ont  observe  depuis  longtemps 
que  le  nucleole,  qui  contient  une  grande  quantite 
d'ARN,  est  associe  a  un  segment  de  chromosome 
precis,  nomme  organisateur  nucleolaire  ;  c'est  du 
point  de  vue  biochimique  le  premier  lien  orga- 
nique  signale  entre  l'ADN  et  l'ARN.  Les  tech¬ 
niques  de  coloration  suggeraient  aussi  la  presence 
discrete  d'ARN  au  niveau  de  la  chromatine  elle- 
meme,  mais  les  resultats  restaient  sujets  a  discus¬ 
sion.  Seule  l'utilisation  de  molecules  radiomarquees 
a  permis  d'obtenir  des  donnees  irrefutables  rela¬ 
tives  aux  activites  de  synthese  du  noyau. 

2.3.1.  Experiences  utilisant  les  radio-isotopes 

Des  cellules  sont  placees  dans  un  milieu  de  sur- 
vie  contenant  un  precurseur  radioactif  specifique 
de  l'ARN  (uracile  ou  uridine  marques  a  3H  ou  14C), 
et  on  les  laisse  incuber  quelques  minutes  (pulse  ; 
voir  chapitre  3)  avant  de  les  fixer  et  de  les  traiter 
pour  l'autoradiographie.  L'image  obtenue  montre 
que  la  synthese  d'ARN  (transcription)  est  pour 


Figure  8.8 

Experiences  de  greffes  nucleaires  chez  Acetabularia 
Deux  especes  bien  identifiables  grace  a  leur  ombrelle 
sont  utilisees  (A.  mediterranea  et  A.  crenulata).  On  greffe 
un  segment  de  tige  d'une  espece  sur  le  pied  de  l'autre, 
dont  le  noyau  determine  en  fait  la  morphogenese  de 
l'ombrelle.  Une  cellule  greffee  binucleee  presente  des 
caracteristiques  morphologiques  intermediaires. 


l'essentiel  localisee  dans  le  noyau  ;  elle  est  particu- 
lierement  active  au  niveau  du  nucleole,  mais  on 
obtient  aussi  une  reponse  significative  au  niveau 
de  la  chromatine  extranucleolaire.  En  microscopie 
electronique,  on  precise  que  seule  la  chromatine 
diffuse  est  responsable  de  ce  dernier  marquage. 
Nous  verrons  plus  loin  que  ce  ne  sont  pas  les 
memes  ARN  qui  sont  synthetises  dans  le  nucleole 
et  au  niveau  de  la  chromatine.  Dans  ce  genre 
d'experiences  conduites  in  vivo,  il  existe  toujours 
un  marquage  faible  mais  reproductible,  au  niveau 
du  cytoplasme  ;  sa  signification  n'a  pas  ete  inter- 
pretee  correctement  des  le  debut,  mais  on  connait 
maintenant  son  origine  :  il  s'agit  de  la  synthese 
d'ARN  propre  aux  organites  semi-autonomes. 
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Une  deuxieme  donnee  importante  relative  au 
metabolisme  de  l'ARN  a  ete  obtenue  a  partir 
d'experiences  classiques  de  pulse-chase.  Apres 
incubation  dans  une  solution  radioactive  identique 
a  la  precedente  pendant  environ  10  minutes,  les 
cellules  sont  mises  en  survie  dans  un  deuxieme 
milieu  normal.  On  analyse  au  cours  du  temps,  sur 
des  echantillons  differents  traites  separement  pour 
l'autoradiographie,  le  devenir  intracellulaire  de  la 
radioactivite  incorporee  au  cours  du  pulse.  Les  pre¬ 
miers  resultats,  obtenus  sur  des  amibes  (Goldstein 
et  Plaut,  1955),  demontrent  que  tous  les  ARN  (ou 
au  moins  une  majorite  d'entre  eux)  fabriques  dans 
le  noyau,  migrent  ensuite  vers  le  cytoplasme,  ou 
ils  ont  une  duree  de  vie  limitee.  Le  transfert  est 
unidirectionnel  comme  le  prouvent  clairement  les 
experiences  de  greffe  suivantes  :  un  noyau  radio¬ 
marque  d'amibe  vivante  est  transfere  par  micro- 
chirurgie  dans  une  cellule  nucleee  de  la  meme 
espece,  mais  n'ayant  pas  elle-meme  incube  dans 
un  milieu  radioactif.  Au  cours  de  la  periode  de 
chasse,  on  constate  par  autoradiographie  que  le 
noyau  transplants  se  vide  progressivement  de  sa 
radioactivite  au  profit  du  cytoplasme  de  la  cellule 
receveuse,  alors  que  le  noyau  de  cette  derniere  ne 
se  marque  jamais  (voir  figure  8.9).  De  meme,  en 
greffant  un  noyau  de  cellule  non  marquee  dans 
une  cellule  marquee  elle-meme  enucleee,  on 
n'observe  jamais  de  radioactivite  dans  le  noyau 
introduit  ;  ceci  demontre  que  le  marquage  d'ori- 
gine  specifiquement  cytoplasmique  signale  plus 
haut  ne  migre  pas  vers  le  compartiment  nucleaire. 

L'ARN  synthetise  dans  le  noyau  migre  done 
vers  le  cytoplasme,  ou  il  s'accumule  et  ou  il  est 
amene  a  accomplir  ses  fonctions  (inconnues,  a 
l'epoque),  eventuellement  «  a  cote  »  de  celui  qui  est 
synthetise  sur  place,  en  faible  quantite.  Cette  pro¬ 
priety  distingue  fondamentalement  les  deux 
especes  d'acides  nucleiques  trouvees  dans  la  cel¬ 
lule  :  1)  l'ADN,  qui  reste  confine  dans  le  noyau 
tout  au  long  de  la  vie  de  la  cellule  (excepte  la 
periode  de  division),  ou  il  est  metaboliquement 
stable  en  dehors  des  evenements  de  synthese 
replicative  preparant  la  division,  2)  l'ARN,  qui  est 
essentiellement  fabrique  dans  le  noyau,  mais  qui 
est  en  revanche  une  espece  moleculaire  mobile, 
dont  la  duree  de  vie  est  limitee  dans  le  cytoplasme, 
lieu  de  son  activite  (voir  plus  loin). 

Toutes  ces  experiences  demonstratives, 
conduites  chez  les  Eucaryotes,  auraient  ete  impos¬ 
sibles  a  concevoir  et  a  realiser  chez  des  Bacteries, 
d'une  part  pour  des  raisons  techniques  evidentes, 


Experiences  historiques  sur  la  synthese  et  le  devenir 
des  ARN  dans  les  cellules  eucaryotiques  (amibes) 

(1)  Experience  de  pulse  (10  minutes  d'incubation  en  pre¬ 
sence  d'uracile  3H),  suivie  d'une  autoradiographie,  mon- 
trant  que  le  noyau  est  le  lieu  d'une  synthese  intense 
d'ARN.  (2)  Experience  de  chasse  (90  minutes  en  milieu 
normal,  apres  le  pulse),  montrant  que  la  radioactivite  a 
quitte  le  noyau.  (3)  et  (4)  Greffe  d'un  noyau  radioactif 
dans  une  cellule  normale,  suivie  d'une  periode  d'incuba¬ 
tion  de  90  minutes,  montrant  que  le  noyau  initial  ne 
recupere  aucune  radioactivite. 


mais  aussi  a  cause  de  leur  absence  de  comparti- 
mentation.  Nous  avons  cependant  vu  que  ces  der- 
nieres  ont  ete  irremplagables  pour  l'identification 
du  materiel  genetique  et  pour  l'analyse  du  role  des 
differentes  families  d'ARN  dans  les  mecanismes 
complexes  de  la  synthese  proteique  (voir  cha- 
pitre  4).  Pour  completer  ce  point,  il  faut  enfin  men- 
tionner  l'existence  inhabituelle  d'une  importante 
synthese  d'ARN  au  niveau  de  chromosomes  tres 
particuliers,  dits  chromosomes  geants,  qui  n'ont 
rien  a  voir  avec  les  chromosomes  metaphasiques 
banals,  condenses  et  totalement  inactifs  de  ce  point 
de  vue.  L'importance  de  ce  materiel,  que  nous  etu- 
dierons  plus  loin,  tient  au  fait  qu'il  permet  de 
visualiser  directement  le  processus  de  recopiage 
de  l'ADN  en  ARN,  et  d'analyser  parfaitement  ses 
caracteristiques  moleculaires. 

2.3.2.  CORRESPONDANCE  ENTRE  PRESENCE  D'ARN 
ET  ACTIVITE  DE  SYNTHESE  PROTEIQUE 

L'observation  d'une  relation  entre  la  quantite 
de  proteines  synthetisees  par  une  cellule  et  sa 
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teneur  en  ARN  est  relativement  ancienne,  et  liee 
au  developpement  de  la  cytochimie.  Les  cellules 
du  pancreas  exocrine  des  Vertebres,  par  exemple, 
specialisees  dans  une  secretion  abondante 
d'enzymes  hydrolytiques  (deversees  dans  le  tube 
digestif),  sont  tres  riches  en  ARN,  comme  le  mon- 
trent  les  analyses  biochimiques.  En  revanche,  on 
trouve  peu  d'ARN  dans  les  cellules  musculaires 
striees  qui,  une  fois  differenciees,  contiennent  des 
proteines  en  abondance  (les  plus  connues  etant 
l'actine  et  la  myosine),  mais  en  fabriquent  tres  peu. 
Cette  correlation  est  renforcee  par  des  experiences 
de  physiologie  cellulaire  utilisant  les  radio-iso- 
topes  et  permettant  de  mesurer  des  taux  instanta- 
nes  de  synthese  d'ARN. 

Un  grand  nombre  d'observations  atteste  qu'en 
l'absence  de  tout  ADN,  les  ARN  suffisent  pour 
assurer  la  synthese  des  proteines  dans  la  cellule. 
La  plus  simple  est  fournie  par  les  experiences 
d'incorporation  in  vivo  d'acides  amines  radioactifs 
dans  les  proteines,  qui  montrent,  apres  autoradio- 
graphie,  que  ce  processus  a  lieu  exclusivement 
dans  le  cytoplasme  (ce  qui  n'exclut  d'ailleurs  pas 
un  transport  secondaire  vers  le  noyau).  Les  expe¬ 
riences  d'enucleation  ont  aussi  demontre  que  les 
syntheses  proteiques  peuvent  se  poursuivre  pen¬ 
dant  un  temps  plus  ou  moins  long  apres  la  perte 
du  noyau  :  de  quelques  jours  chez  l'amibe,  a 
quelques  semaines  chez  l'acetabulaire  !  Dans  ce 
dernier  cas,  on  a  de  plus  observe  une  correlation 
etroite  entre  la  disparition  des  ARN  cytoplas- 
miques  et  la  diminution  progressive  de  l'activite 
de  synthese  des  proteines.  On  rappelle  enfin  que 
des  systemes  artificiels  de  synthese  proteique  in 
vitro,  constitues  de  fractions  cellulaires  hautement 
purifiees  contenant  des  ARN,  mais  pas  d'ADN, 
ont  ete  mis  au  point  dans  les  annees  50. 


La  merotomie,  qui  n'est  realisable  que  sur  des 
organismes  unicellulaires  favorables,  a  ete  rempla- 
cee  par  l'utilisation  de  drogues  bloquant  specifi- 
quement  l'activite  de  transcription  du  noyau  :  on 
realise  ainsi  une  veritable  enucleation  chimique 
de  la  cellule  qui  a,  en  outre,  l'avantage  d'etre  par- 
fois  reversible.  Certains  antibiotiques,  extraits  de 
Bacteries  ou  de  Champignons,  sont  des  poisons  du 
noyau  et,  en  se  combinant  a  l'ADN  chromoso- 
mique,  ils  bloquent  completement  son  activite  de 
transcription.  Lorsque  des  cellules  sont  incubees 
en  presence  d'une  substance  telle  que  l'actinomy- 
cine  D,  par  exemple,  on  observe  les  memes  effets 
globaux  que  ceux  decrits  plus  haut  pour  les  enu¬ 
cleations  chirurgicales.  L'interet  evident  de  cette 


technique  est  qu'elle  peut  s'appliquer  a  de  grands 
nombres  de  cellules  (cultures  de  cellules,  tranches 
d'organes),  et  qu'elle  autorise  ainsi  une  analyse 
biochimique  approfondie,  inconcevable  jusque-la. 
On  constate  alors  que  toutes  les  activites  cellulaires 
ou  les  syntheses  proteiques  ne  « s'eteignent »  pas  a 
la  meme  vitesse.  Les  differences  de  delai  mesurees 
tiennent  a  la  duree  de  survie  intrinseque  des  pro¬ 
teines  elles-memes  (suivant  aussi  qu'elles  sont 
solubles,  ou  bien  incluses  dans  des  structures  ou 
des  organites,  ce  qui  les  stabilise),  ainsi  qu'a  la 
quantite  absolue  et/ou  a  la  stability  des  molecules 
messageres  stockees  dans  le  cytoplasme  avant 
l'arret  de  l'activite  nucleaire. 


2.3.3.  Conclusions  generales 

SUR  LE  ROLE  DU  NOYAU 

Cet  organite  controle  toutes  les  activites  cellu¬ 
laires  en  fabriquant  une  categorie  de  molecules 
intermediaires  entre  l'ADN  et  les  proteines  : 
l'ARN,  dont  l'action  s'exerce  dans  le  cytoplasme  a 
travers  la  synthese  des  proteines.  La  compartimen- 
tation  stricte  de  l'information  genetique  chez  les 
Eucaryotes  doit  etre  rapprochee,  d'une  part,  de  la 
complexity  des  processus  biochimiques  qui  se 
deroulent  au  sein  du  noyau  (voir  plus  loin)  mais 
aussi,  d'autre  part,  du  degre  eleve  d'organisation 
du  cytoplasme,  dont  on  connait  la  richesse  en  orga¬ 
nites  varies.  Certains  auteurs  suggerent  que  toutes 
les  activites  dynamiques  de  ce  dernier  liees,  en 
particuler,  a  la  presence  du  cytosquelette  (voir 
chapitre  11)  sont  incompatibles  avec  le  bon  fonc- 
tionnement  des  longues  molecules  fragiles  que 
sont  les  chromosomes  actifs  en  transcription. 

Les  experiences  decrites  jusqu'ici  ne  rendent 
pas  compte  du  fait  que  les  differents  ARN  inter- 
viennent  de  manieres  tres  diverses  dans  la  syn¬ 
these  proteique  ;  seules  les  approches  conjointes 
de  la  biochimie  et  de  la  biologie  moleculaire,  deve- 
loppees  a  partir  des  annees  60,  ont  ete  en  mesure 
d'identifier  les  mecanismes  en  jeu  (voir  chapitre  4). 
Ces  approches  ont  contribue  en  outre  a  montrer,  a 
partir  des  annees  70,  que  les  processus  genetiques 
fondamentaux  evoques  a  propos  de  la  cellule  euca- 
ryotique  dans  son  entier,  sont  aussi  applicables  a 
des  compartiments  de  ces  memes  cellules.  II  s'agit 
des  mitochondries  et  des  plastes  qui,  pour  cette 
raison,  seront  qualifies  d'organites  semi-auto- 
nomes,  meme  s'ils  sont  tres  largement  dependants 
de  l'expression  du  noyau  pour  leur  survie  propre 
dans  la  cellule. 
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Pour  conclure  ce  developpement  sur  le  role 
general  du  noyau,  on  peut  signaler  l'existence  de 
maladies  auto-immunes  assez  frequentes,  qui 
concernent  certains  constituants  biochimiques  de 
cet  organite,  contre  lesquels  l'organisme  se  met  a 
fabriquer  des  anticorps  ;  voir  l'encart  suivant. 


polyteniques  (ou  polytenes),  et  des  chromosomes 
en  ecouvillon.  La  comprehension  de  l'architecture 
moleculaire  et  du  role  physiologique  original  de 
ces  structures  a  constitue  une  etape  importante 
dans  l'histoire  de  la  connaissance  des  mecanismes 
de  l'expression  du  genome  eucaryotique. 


3.  LES  CHROMOSOMES  GEANTS  3A‘  chromosomes  polyteniques 
ET  LEUR  ACTIVITE 

-  3.1.1.  MORPHOLOGIE  ET  ORGANISATION 


La  fonction  des  chromosomes  metaphasiques 
est  essentiellement  mecanique  et  liee  au  processus 
de  repartition  egale  du  materiel  genetique  (voir 
chapitre  12)  ;  elle  est  incompatible  avec  les  etapes 
initiales  de  l'expression  du  genome.  II  existe  deux 
exceptions  a  cette  regie,  connues  depuis  fort  long- 
temps  a  cause  du  caractere  remarquable  de  la  taille 
et  de  la  morphologie  de  ce  que  l'on  nomme  les 
chromosomes  geants  ;  il  s'agit  des  chromosomes 


Ces  structures  geantes,  qui  se  presentent  sous 
l'aspect  de  filaments  de  0,5  mm  de  long  environ, 
sur  10  pm  de  diametre,  sont  paradoxalement  ren- 
contrees  dans  les  noyaux  interphasiques  de  cer- 
taines  cellules  d'Insectes  ou  de  quelques  Protistes 
cilies  ;  elles  ont  ete  decouvertes  par  Balbiani,  en 
1881,  chez  la  larve  du  chironome  (ver  de  vase  des 
pecheurs).  Leur  particularite  remarquable  est  une 
fine  striation  transversale,  visible  au  microscope 


Encart  biomedical 
Le  lupus  erythemateux  systemique 


Cette  maladie  auto-immune  chronique  se  traduit 
par  divers  symptomes  inflammatoires  respon- 
sables  d'affections  cutanees  (erytheme  facial,  en 
particulier),  d'une  insuffisance  renale  grave  et 
parfois  fatale,  d'atteintes  cardiovasculaires  et  res- 
piratoires  et  d'une  arthrite.  Elle  touche  dix  fois 
plus  frequemment  les  femmes  que  les  hommes, 
et  concerne  une  femme  sur  1000  environ,  d'age 
compris  entre  20  et  60  ans.  L'origine  de  cette 
affection,  dont  Involution  est  souvent  imprevi- 
sible,  reste  largement  inconnue  (bien  que  plu- 
sieurs  facteurs  de  predisposition  genetique  aient 
ete  identifies). 

Elle  est  caracterisee  par  la  production  massive 
d'auto-anticorps  diriges  contre  un  ou  plusieurs 
constituants  des  noyaux  cellulaires.  On  peut 
citer,  parmi  les  proteines  antigeniques  :  les  his¬ 
tones,  des  proteines  chromosomiques  non-his¬ 
tones,  des  proteines  participant  a  la  structure  des 
particules  dites  snRNP  (complexes  ribonucleo- 
proteiques  qui  participent  aux  processus  d'exci- 
sion/epissage  des  pre  ARNm).  Des  anticorps  anti 
ADN,  tres  caracteristiques  de  cette  affection,  ont 
egalement  ete  signales.  Le  pronostic  du  lupus 
est  etabli  en  particulier  grace  a  la  detection,  par 
immunofluorescence  indirecte,  des  auto-anti¬ 


corps  seriques  antinucleaires  visualises  sur  des 
cellules  en  culture. 

Un  dereglement  du  controle  de  la  proliferation  et 
de  la  differenciation  des  cellules  immunitaires 
(lymphocytes  B  et  plasmocytes),  qui  sont  hyper- 
stimulees  par  des  interleukines,  conduit  a  la  pro¬ 
duction  de  plusieurs  grammes  d'immuno- 
globulines  par  jour  !  L'accumulation  des 
complexes  immuns  dans  tout  l'organisme,  au 
sein  des  tissus  et  des  vaisseaux  sanguins,  est  res- 
ponsable  de  la  reaction  inflammatoire  generalisee 
et  d'une  glomerulonephrite  (le  filtre  renal  est 
obstrue).  Divers  facteurs  hormonaux  (grossesse) 
ou  environnementaux  (lumiere  solaire)  peuvent 
en  outre  provoquer  des  poussees  subites  de  la 
maladie. 

Dans  la  mesure  ou  les  causes  profondes  de  cette 
maladie  sont  inconnues,  il  n'existe  pas  de  vrai 
traitement  curatif  ;  l'utilisation  de  composes  anti- 
inflammatoires  ou  une  corticotherapie  permet- 
tent  de  stopper  la  progression  des  manifestations 
cliniques.  Dans  les  cas  graves,  l'application  d'un 
traitement  immunosuppresseur  peut  etre  recom- 
mandee,  afin  de  limiter  la  multiplication  des  lym¬ 
phocytes. 
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photonique  lorsqu'on  utilise  les  colorants  cytolo- 
giques  habituels  de  la  chromatine  (voir  figure  8.10). 
Les  cellules  contenant  ces  chromosomes  sont  elles- 
memes  geantes  et  ont  un  diametre  de  200  a 
250  pm  ;  on  les  rencontre  pour  l'essentiel  dans 
divers  tissus  des  larves  de  certains  Insectes 
(Dipteres  et  Collemboles).  Quelques  rares  tissus 
chez  l'adulte  contiennent  aussi  ces  structures 
nucleaires. 


Figure  8.10 

Chromosomes  polyteniques  des  glandes  salivaires 
de  Chironomus  tentans 

Ces  organes,  aisement  isolables  et  observables  sans  pre¬ 
paration  speciale,  sont  tres  faciles  a  colorer.  (a)  La  fine 
striation  transversale  caracteristique  de  ces  chromo¬ 
somes  est  bien  visible  ;  le  phenomene  d'endoreplication 
conduisant  a  leur  formation  est  ici  tres  marque  et  c'est 
dans  ce  tissu  qu'ils  sont  les  plus  gros  (cliche  J.  Orcival, 
Bat.  400,  Orsay).  (b)  Schema  expliquant  l'origine  des 
bandes  plus  ou  moins  colorees  dans  les  chromosomes 
polyteniques.  Les  filaments-freres  ne  se  separant  pas  et 
restant  etroitement  accoles  les  uns  aux  autres  au  cours 
des  cycles  de  replication,  le  nombre  de  chromatides  croit 
exponentiellement,  puisque  chacun  d'eux  sert  de  nouvelle 
matrice.  L'epaisseur  variable  des  bandes  est  due  a  la  dif¬ 
ference  de  quantite  de  materiel  colore  contenue  dans  les 
chromomeres  correspondants.  Les  interbandes,  qui  ne 
contiennent  que  15  %  de  l'ADN,  apparaissent  en  clair. 


L'organisation  particuliere  de  ces  chromosomes 
est  due  a  la  presence  d'un  tres  grand  nombre  de 
chromatides  partiellement  condensees  et  accolees 
point  par  point  sur  toute  leur  longueur.  Le  proces¬ 
sus  responsable  de  cette  situation  «anormale»  par 
rapport  aux  chromosomes  habituels,  est  nomme 
polytenie.  II  s'agit  d'un  phenomene  de  replica¬ 


tions  successives  des  chromatides  ayant  lieu  au 
sein  d'un  meme  noyau,  appele  endoreplication. 
On  constate  en  outre  que  le  noyau  de  ces  cellules 
ne  contient  que  n  chromosomes  geants  alors  que, 
comme  toute  cellule  somatique,  elle  devrait  en 
contenir  2  n.  La  raison  est  que  les  deux  homologues 
de  chaque  paire  se  sont  apparies  sur  toute  leur 
longueur  avant  d'engager  les  cycles  d'endoreplica¬ 
tion  signales  plus  haut  (le  processus  d'apparie- 
ment  est  caracteristique  du  debut  de  la  meiose).  Le 
resultat,  dans  le  cas  des  glandes  salivaires  de  chi- 
ronome,  est  que  chaque  chromosome  geant  (4  par 
noyau)  contient,  apres  neuf  cycles  de  doublement, 
1  024  chromatides  accolees,  d'ou  leur  grande  epais- 
seur.  Le  degre  de  polytenisation  varie  d'un  tissu  a 
l'autre  et  n'est  pas  toujours  aussi  eleve. 

La  longueur  de  ces  chromosomes  est  due  a  une 
spiralisation  incomplete,  par  rapport  a  celle  reali- 
see  dans  les  chromosomes  metaphasiques.  La 
condensation  a  seulement  lieu  au  niveau  de  zones 
localisees,  ou  se  concentre  la  majeure  partie  de 
l'ADN  initial :  ce  sont  les  chromomeres,  constitutes 
de  minuscules  pelotons  d'ADN  organise  sous 
forme  de  chromatine.  Comme  toutes  les  chroma¬ 
tides  accolees  sont  soeurs  ou  homologues,  leur 
profil  de  condensation  est  identique  :  les  zones 
chromomeriques  juxtaposees  sont  done  respon- 
sables  de  la  striation  transversale  observee  (voir 
figure  8.10).  La  taille  et  le  profil  des  bandes  et  des 
interbandes  sont  caracteristiques  de  l'espece  meme 
si  certaines  variations  sont  detectables  d'un  tissu  a 
l'autre  chez  un  meme  individu,  ou  au  cours  du 
temps  dans  un  meme  tissu  (voir  plus  loin). 

Bien  evidemment,  les  cellules  possedant  des 
chromosomes  polyteniques  ne  subiront  jamais  de 
mitose  ;  lors  de  la  metamorphose  de  l'Insecte,  elles 
seront  pratiquement  toutes  destinees  a  la  dispari- 
tion  par  histolyse  (destruction  des  tissus).  Les  acti- 
vites  qui  les  caracterisent  (secretion  d'enzymes 
digestives,  de  soie...)  traduisent  une  specialisation 
precise  de  leur  noyau,  la  polytenie  s'inscrivant 
ainsi  dans  la  serie  des  differents  mecanismes  asso- 
cies  a  la  differenciation  cellulaire. 

Chez  le  chironome,  le  nombre  de  bandes  et 
interbandes  reconnaissables  en  cytologie  photo¬ 
nique  atteint  2  000  ;  la  drosophile,  qui  est  l'orga- 
nisme  le  mieux  etudie  a  cet  egard  (en  liaison  avec 
les  analyses  de  genetique  formelle)  en  contient 
plus  de  5  000.  On  estime  ainsi  que,  selon  leur 
epaisseur,  celles-ci  contiennent  entre  3.103  et  3.105 
paires  de  nucleotides  par  chromatide.  Toutes  ces 
bandes  sont  repertoriees  grace  a  un  systeme  de 
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lettres  et  de  nombres,  qui  permet  d'analyser  des 
situations  physiologiques  diverses  chez  un  orga- 
nisme  donne,  de  comparer  la  structure  des 
genomes  chez  des  especes  voisines  et  meme,  dans 
de  nombreux  cas,  de  determiner  l'emplacement 
des  genes  par  rapport  au  profil  de  striation. 

3.1.2.  Activite  transcriptionnelle  des  chromo¬ 
somes  POLYTENIQUES 

Une  autre  caracteristique  morphologique  de  ces 
chromosomes  est  la  presence,  en  des  endroits  pre¬ 
cis,  de  dilatations  diffuses  et  de  grande  taille,  pre- 
nant  mal  les  colorants.  On  appelle  ces  structures 
des  nodules  ou  des  puffs  (boursouflures)  ;  on  uti¬ 
lise  aussi  l'expression  :  anneaux  de  Balbiani  (qui 
les  avait  deja  observes).  L'utilisation  de  colorants 
tels  que  la  pyronine,  et  la  mise  en  evidence  de 
l'incorporation  de  precurseurs  d'ARN  radioactifs  a 
leur  niveau,  montrent  que  les  puffs  sont  essentielle- 
ment  constitues  d'ARN,  qui  est  transcrit  au  niveau 
de  segments  deroules  des  chromatides  (voir 
figure  8.11).  II  existe  une  correlation  directe  entre  la 
taille  des  puffs  et  leur  activite  de  transcription  ins- 
tantanee ;  l'actinomycine  D  entraine  leur  regression 
rapide.  Du  point  de  vue  moleculaire,  on  considere 


Figure  8.11 

Morphologie  et  organisation  moleculaire  d'un  puff 
dans  un  chromosome  polytenique 
(1)  Aspect  en  microscopie  photonique.  (2)  Interpretation 
schematique  de  son  origine.  L'ouverture  d'une  boucle 
au  niveau  de  chaque  chromomere  est  liee  a  la  mise  en 
route  de  la  transcription  (presence  d'un  «arbre  de  Noel» 
sur  chaque  boucle).  L'ensemble  des  boucles  forme  une 
boursouflure  caracteristique,  riche  en  ARN,  comme  le 
montrent  les  test  cytochimiques  ou  l'autoradiographie 
apres  incorporation  d'uracile  radioactif. 


que  le  nucleofilament  de  chromatine  est  deroule 
en  un  longue  boucle,  au  niveau  de  chaque  chro¬ 
momere  d'une  bande  active  donnee.  La  microsco¬ 
pie  electronique  montre  dans  ces  boucles  des 
figures  de  complexes  de  transcription,  que  nous 
decrirons  en  detail  plus  loin,  et  qui  sont  designees 
sous  le  nom  d'arbres  de  Noel.  L'ensemble  des 
boucles  actives  emergeant  en  un  meme  point  des 
chromatides  constitue  la  structure  boursouflee  et 
diffuse,  decrite  auparavant.  Par  leur  taille,  les  puffs 
constituent  des  situations  extremes,  mais  de  tres 
nombreuses  bandes,  plus  discretes,  et  ou  l'ADN 
est  moins  deploye,  sont  aussi  actives  et  syntheti- 
sent  de  l'ARN  (voir  figure  8.12). 


Figure  8.12 

Aspect  d'un  chromosome  polytenique 
apres  incorporation  de  longue  duree  d'uracile  radioactif 
et  autoradiographie 

Un  tres  grand  nombre  de  bandes  apparaissent  marquees, 
ce  qui  temoigne  d'une  synthese  d'ARN  a  leur  niveau. 
(D'apres  un  cliche  de  C.  Pelling,  1964). 


L'interet  fondamental  de  ces  chromosomes  tient 
au  fait  qu'ils  ont  constitue  la  premiere  illustration 
directe  de  l'activite  des  genes.  Des  1952,  Beerman 
a  en  effet  decrit  chez  le  chironome  des  variations 
fines  de  leur  morphologie,  selon  les  differents  tis- 
sus  larvaires  et  le  stade  de  developpement.  Certains 
puffs  sont  communs  a  tous  les  tissus,  mais  d'autres 
sont  typiques  d'un  seul.  On  observe  de  plus  des 
modifications  temporelles  bien  determinees  des 
profils  des  bandes  au  cours  de  l'histoire  d'un  seul 
type  cellulaire  :  des  puffs  se  mettent  a  fonctionner 
alors  que  d'autres  se  resorbent  progressivement  et 
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disparaissent.  Un  exemple  classique  de  controle  de 
l'activite  des  puffs  par  une  hormone  steroide  chez 
la  drosophile  sera  donne  plus  loin. 

Les  puffs  constituent  un  exemple  tres  demons- 
tratif  du  phenomene  de  transcription  a  l'echelle 
cellulaire  ;  ils  prouvent  en  outre  qu'un  des  ele¬ 
ments  du  controle  de  l'activite  des  genes  est  le 
degre  de  condensation  plus  ou  moins  important 
de  la  chromatine.  En  combinant  la  cytologie  a  d'ele- 
gantes  etudes  genetiques,  Beerman  a  en  effet  mon- 
tre  chez  le  chironome  que  l'on  pouvait  associer  un 
type  donne  de  puff  a  une  secretion  proteique  parti- 
culiere,  et  il  a  conclu  qu'un  etat  differencie  resulte 
du  controle  de  l'expression  des  genes.  Lorsqu'elle 
fut  ainsi  formulee,  cette  idee,  aujourd'hui  banale, 
n'etait  pas  encore  fondee  sur  des  bases  experimen- 
tales  tres  solides.  Le  comportement  physiologique 
des  bandes  des  chromosomes  polyteniques  vis-a- 
vis  des  facteurs  internes  et  externes  mime  ce  qui 
est  attendu  de  la  part  des  genes  individuels,  mais 
il  apparait  cependant  que  l'hypothese  simple 
d'«une  bande  =  un  gene»  est  erronee,  meme  si  le 
nombre  de  bandes  visibles  et  le  nombre  de  genes 
postules  sont  du  meme  ordre  de  grandeur. 


3.2  Chromosomes  en  ecouvillon 


3.2.1.  Morphologie  et  organisation 


Ces  structures  sont  observees  dans  les  ovocytes 
de  la  plupart  des  Metazoaires,  au  stade  diplotene 
de  la  meiose.  Comme  pour  les  chromosomes  poly- 
tenes,  il  s'agit  en  general  de  cellules  geantes,  dont 
le  diametre  peut  atteindre  plusieurs  mm.  C'est 
dans  les  ovocytes  d'Amphibiens  que  Flemming  les 
a  decrits  pour  la  premiere  fois,  en  1882.  Le  noyau 
de  ces  cellules,  lui-meme  geant,  contient  des  chro¬ 
mosomes  tres  particuliers  dont  la  longueur  peut 
atteindre  1,5  mm  (voir  figure  8.13).  Cette  morpho¬ 
logie  n'est  en  fait  evidente  que  sur  des  chromo¬ 
somes  isoles  manuellement,  a  partir  de  noyaux 
microdisseques  in  vitro.  Les  coupes  cytologiques 
sont  toujours  trop  fines  pour  qu'on  voie  l'integrite 
de  leur  structure  complexe,  car  certaines  boucles 
atteignent  plusieurs  dizaines  de  pm  de  long. 


Chaque  chromosome  homologue  est  clive  en 
deux  chromatides  soeurs  identiques,  etroitement 
accolees  sur  toute  leur  longueur,  car  la  replication 
du  materiel  genetique  a  eu  lieu  au  cours  de  l'inter- 
phase  precedant  l'entree  en  meiose  ;  au  sens  strict, 


on  appelle  chromosome  en  ecouvillon  l'un  ou 
l'autre  des  deux  homologues  associes.  Leur  axe  est 
ponctue  de  granules  de  0,5  a  2  pm  de  diametre, 
qui  represented  des  zones  de  condensation  impor- 
tante  des  chromatides  accolees,  et  sont  des  chro- 
momeres  equivalents  a  ceux  decrits  plus  haut. 
Deux  boucles  symetriques  de  meme  longueur,  qui 
sont  des  expansions  laterales  des  deux  chroma¬ 
tides  soeurs,  emergent  de  chaque  chromomere  : 
leur  sequence,  leur  contenu  genetique  et  leur  orga¬ 
nisation  sont  identiques.  De  plus,  comme  les  deux 
homologues  de  la  paire  ont  globalement  la  meme 
information  genetique,  la  sequence  des  boucles  et 
des  chromomeres  est  identique  ;  les  quatre  chro¬ 
matides  du  bivalent  presented  done  exactement  la 
meme  morphologie. 


Figure  8.13 

Cliche  d'un  chromosome  en  ecouvillon 
chez  un  Amphibien  (Pleurodeles) 

Ces  structures,  dont  l'organisation  est  tres  diffuse,  sont 
plus  difficiles  a  observer  que  les  chromosomes  polyte¬ 
niques.  Elies  apparaissent  sous  la  forme  d'axes  fins, 
pourvus  de  nombreuses  boucles  laterales  qui  leur  don- 
nent  un  aspect  typique  traduit  par  les  expressions  :  chro¬ 
mosomes  plumeux  ou  lamp-brush. 

Les  deux  homologues  de  la  cellule  en  meiose  sont  appa- 
ries  en  bivalents,  mais  ils  restent  accroches  seulement 
par  quelques  points  appeles  chiasmas  (4  sont  visibles  sur 
ce  cliche).  Chaque  homologue  est  clive  en  deux  chroma¬ 
tides  soeurs  accolees  identiques,  portant  chacune  une 
boucle,  comme  le  presente  le  schema. 

(Cliche  J.-C.  Lacroix). 


Le  nombre  total  de  boucles  repertoriees  le  long 
de  l'axe  atteint  dans  certains  cas  104  unites  ;  leur 
longueur  moyenne  de  30  a  50  pm  correspond  a 
environ  105  paires  de  nucleotides.  Chez  divers 
Amphibiens  (en  particulier  les  tritons,  dont  les 
genomes  sont  de  tres  grande  taille),  on  observe  des 
boucles  geantes  mesurant  jusqu'a  150  pm  de  long  ; 
elles  permettent  d'identifier  precisement  les  chro¬ 
mosomes  qui  les  portent.  Comme  certaines  boucles 


8.  Expression  des  g£nes  nucleaires  chez  les  eucaryotes.  Aspects  cellulaires  et  moleculaires  217 


presenters  des  tailles  et  des  structures  specifiques 
(presence  d'une  matrice  ribonucleoproteique  plus 
ou  moins  epaisse  ou  granuleuse),  le  long  de  l'axe 
d'un  chromosome  donne,  et  a  un  stade  ovocytaire 
precis,  on  peut  etablir  une  carte  precise  de  chacun 
d'eux,  apres  avoir  defini  des  points  de  repere  spe¬ 
cifiques  (voir  figure  8.14). 


Figure  8.14 

Representation  detaillee  d'un  segment  de  chromosome 
en  ecouvillon  chez  Pleurodeles 

Comme  pour  les  chromosomes  polyteniques,  le  double 
nucleofilament  constituant  l'axe  de  la  structure  est 
continu  d'un  bout  a  l'autre,  et  toutes  les  differentiations 
longitudinales  resultent  simplement  d'une  spiralisation 
locale  plus  ou  moins  importante. 

(1)  La  majorite  de  l'ADN  (95  %)  est  situee  au  niveau  des 
chromomeres  (schema  de  J.-C.  Lacroix).  (2)  Aspect  de 
deux  boucles-soeurs  emergeant  de  l'axe  d'un  chromo¬ 
some,  montrant  la  matrice  fibreuse  d'ARN,  dont  l'epais- 
seur  s'accroit  d'un  bout  a  l'autre  de  la  boucle. 


3.2.2.  Activite  transcriptionnelle 

DES  CHROMOSOMES  EN  ECOUVILLON 

De  meme  que  pour  les  chromosomes  polyte¬ 
niques,  diverses  techniques  montrent  que  les 
boucles  des  chromosomes  plumeux  sont  le  lieu 
d'une  intense  synthese  d'ARN.  La  microscopie 
photonique  avait  deja  montre,  dans  le  cas  des 
boucles  geantes  de  triton,  l'existence  d'un  fin  feu- 
trage  (nomme  matrice,  plus  haut)  presentant  la 
particularite  d'avoir  une  epaisseur  croissante  d'un 
bout  a  l'autre  de  la  boucle  (voir  figure  8.15).  La 
microscopie  electronique  a  permis  de  generaliser 
cette  observation  a  toutes  les  boucles  :  elle  montre 
que  ce  feutrage  represente  en  fait  des  molecules 
individuelles  d'ARN  en  cours  de  synthese  le  long 


de  l'ADN  ;  beaucoup  de  boucles  sont  ainsi  trans¬ 
cribes  de  fagon  continue,  d'une  extremite  a  l'autre. 
Des  centaines  de  copies,  chacune  a  un  stade  diffe¬ 
rent  dans  le  processus  de  transcription,  mais  qui 
seront  finalement  toutes  identiques,  marquent  les 
limites  d'une  unite  fonctionnelle.  Ces  complexes 
de  transcription  spectaculaires  sont  la  visualisa¬ 
tion  directe  de  l'activite  des  genes,  dont  on  voit 
alors  clairement,  le  long  de  la  chromatide  derou- 
lee,  le  point  d'initiation  et  le  point  de  terminaison 
de  la  transcription.  Ces  images  montrent  aussi 
l'existence  de  segments  de  chromatine  nue,  non 
transcrite,  entre  les  genes  ainsi  definis.  L'aspect 
general  est  celui  d'une  succession  d'arbres  de 
Noel,  qui  se  suivent  avec  la  meme  polarite  ou  avec 
une  polarite  opposee  (voir  figure  8.15)  ;  nous 
reviendrons  plus  tard  sur  l'organisation  molecu- 
laire  precise  de  ces  structures. 


transcrits 

naissants 


Figure  8.15 

Differents  cas  de  figure  de  complexes  de  transcription, 
uniques  ou  multiples,  observes  dans  les  boucles 
des  chromosomes  en  ecouvillon 
Noter  que  la  polarite  des  complexes,  au  sein  d'une 
boucle,  peut  etre  identique  ou  opposee.  Les  fleches  indi- 
quent  le  sens  de  la  transcription. 


Si  les  ARN  transcrits  le  long  de  ces  longues 
boucles  d'ADN  en  representent  une  copie 
conforme,  on  doit  s'attendre  a  ce  que  leurs  masses 
moleculaires  atteignent  des  valeurs  considerables. 
De  fait,  ceci  est  confirme  par  les  etudes  biochi- 
miques  conduites  sur  les  ARN  extraits  des  noyaux 
correspondants.  Nous  verrons  plus  loin  que  la  lon¬ 
gueur,  en  apparence  anormalement  courte,  des 
transcrits  en  fin  de  synthese,  est  expliquee  par  le 
fait  qu'ils  se  recouvrent  progressivement  de  pro- 
teines  et  se  pelotonnent  de  maniere  importante  a 
la  suite  de  ce  phenomene.  Ce  sont  done  en  realite 


218  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


des  complexes  ribonucleoproteiques  de  grande 
taille,  et  non  pas  des  ARN  nus,  qui  sont  ainsi 
visualises. 

La  diversity  des  boucles  tient  au  fait  qu'elles 
peuvent  posseder  des  segments  plus  ou  moins 
longs  de  chromatine  non  transcrite,  ou  representer 
une  ou  plusieurs  unites  de  transcription,  plus  ou 
moins  rapprochees,  avec  des  polarites  variees. 
Cette  specificite  morphologique  reflete  la  specifi- 
cite  de  l'information  genetique  au  niveau  molecu- 
laire  ;  celle-ci  est  maintenant  analysee  grace  a  des 
sondes  d'acides  nucleiques  ou  de  proteines,  qui 
permettent  de  reperer  cytologiquement  des  ARN 
ou  des  proteines  connus  (voir  chapitre  3).  On  a 
ainsi  localise  les  genes  des  ARN  ribosomiques,  des 
ARN  de  transfert,  et  de  plusieurs  ARN  messagers 
abondants  (par  exemple  :  les  histones)  ;  pour  cha- 
cun  de  ces  types  de  genes,  en  general  seul  un  petit 
nombre  de  boucles  est  marque  de  fa^on  specifique. 
De  meme,  il  est  possible  de  visualiser  des  pro¬ 
teines  particulieres  (de  structure  ou  enzymatiques) 
au  sein  des  boucles. 

Les  chromosomes  en  ecouvillon  sont  sensibles 
aux  inhibiteurs  de  la  transcription  :  l'incubation 
des  ovocytes  dans  l'actinomycine  D  induit  rapide- 
ment  la  disparition  de  la  matrice  des  boucles,  qui 
se  raccourcissent  et  reintegrent  l'axe  chromoso- 
mique  sous  forme  de  chromomeres.  Ce  pheno- 
mene  existe  aussi  dans  les  conditions  naturelles  ; 
les  chromosomes  en  ecouvillon  etant  rencontres 
dans  les  ovocytes,  dont  le  developpement  complet 
s'echelonne  sur  plusieurs  mois,  leur  morphologie 
varie  au  cours  du  temps.  Dans  les  phases  de  crois- 
sance  rapide  des  ovocytes,  en  particulier  lors  de 
l'entree  en  vitellogenese,  les  boucles  sont  develop- 
pees  et  tres  actives,  en  liaison  directe  avec  une  acti¬ 
vity  cellulaire  intense.  A  la  fin  de  l'ovogenese, 
quand  les  ovocytes  ont  atteint  leur  taille  maximale 
et  qu'ils  entrent  dans  une  phase  de  repos  physiolo- 
gique,  les  boucles  se  resorbent  en  meme  temps  que 
la  transcription  cesse. 


4.  CARACTERES  SPECIFIQUES 
DE  LA  TRANSCRIPTION 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 


L'existence  de  l'enveloppe  nucleaire  chez  les 
Eucaryotes  conduit  de  fait  a  une  separation  phy¬ 
sique  et  temporelle  obligatoire  des  processus  de 


transcription  et  de  traduction  dans  deux  comparti- 
ments  distincts  :  le  noyau  et  le  cytoplasme.  Contrai- 
rement  a  ce  qui  se  passe  pour  les  Procaryotes,  il  est 
possible,  en  utilisant  les  methodes  du  fractionne- 
ment  cellulaire,  d'identifier  precisement  les  especes 
moleculaires  qui  les  caracterisent,  et  d'analyser  les 
mecanismes  mis  en  jeu  dans  chacun  d'eux.  Nous 
n'evoquerons  pas  ici  les  processus  genetiques  fon- 
damentaux  associes  aux  mitochondries  ou  aux 
plastes  ;  ces  compartiments  ont  leur  histoire 
propre  de  ce  point  de  vue,  qui  est  voisine  de  ce 
que  l'on  a  decrit  chez  les  Procaryotes  dans  le  cha¬ 
pitre  4. 


4.1  Donnees  de  la  biochimie 


4.1.1.  Les  differentes  categories  d'ARN 

NUCLEAIRES  ET  CYTOPLASMIQUES 
ET  LEURS  CARACTERISTIQUES 

Lorsqu'on  soumet  a  la  centrifugation  ou  a  l'elec- 
trophorese  les  populations  d'ARN  extraites  soit  du 
noyau,  soit  du  cytoplasme,  les  resultats  obtenus 
sont  completement  differents  a  plusieurs  egards. 

•  Les  ARN  cytoplasmiques  (ARN  des  orga- 
nites  exclus)  :  sur  la  base  de  criteres  biochimiques 
et  fonctionnels,  on  distingue  trois  families  de  mole¬ 
cules,  qui  ont  deja  ete  presentees  dans  le  chapitre  4 
(voir  figures  8.16  et  8.17) : 

-  les  ARN  ribosomiques  ;  ils  sont  extraits  des 
ribosomes,  dont  ils  font  partie  integrante.  Ce  sont 
les  ARN  les  plus  abondants  :  ils  representent 
environ  80  %  du  total.  Il  en  existe  quatre  especes 
distinctes  :  une  associee  a  la  petite  sous-unite 
(ARN  18  S)  et  trois  associees  a  la  grosse  sous- 
unite  (ARN  28  S,  5,8  S  et  5  S) ;  l'organisation  des 
ribosomes  a  ete  decrite  dans  le  chapitre  4  ; 

-  les  ARN  de  transfert  ;  ils  sont  de  petite  taille 
(4  S),  tres  divers,  et  relativement  abondants 
(environ  15  %  de  la  masse).  Bien  que  legerement 
plus  gros  que  ceux  decrits  chez  les  Procaryotes, 
leurs  caracteristiques  generales,  structurales  et 
fonctionnelles  sont  tout  a  fait  semblables ; 

-  les  ARN  messagers  ;  peu  abondants  (environ 
5  %),  ils  constituent  une  population  heterogene 
puisqu'ils  representent  les  messages  genetiques 
utilises  pour  la  fabrication  des  proteines.  Il  en 
existe  plusieurs  milliers  ou  dizaines  de  milliers 
d'especes  distinctes  a  tout  instant  dans  une  cel¬ 
lule  standard.  Cependant,  dans  le  cas  de  cellules 
differenciees  et  specialisees  dans  la  production 
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ARNr 

et 

ARNt 


28  S 


18  S 


5,8  S 
4-5  S 


Figure  8.16 

Aspect  d'un  gel  d'electrophorese  montrant 
les  differentes  populations  d'ARN  extraites 
du  cytoplasme  de  cellules  animales 
Canaux  1  a  4  :  ARN  cytoplasmiques  totaux  ;  1  et  2  :  cel¬ 
lules  de  rate  ;  3  et  4  :  cellules  de  muscle  strie. 

Canaux  5,  6,  8  et  9  :  ARN  messagers  purifies  (ARN  poly 
A+)  ;  5  et  6  :  cellules  de  rate  ;  8  et  9  :  cellules  de  muscle 
strie. 

Canal  7  :  marqueurs  de  masse  moleculaire  (kb). 

Les  differents  ARNr  et  les  ARNt,  tres  abondants,  sont 
bien  visibles  dans  les  canaux  1  a  4  ;  les  ARNm,  minori- 
taires,  y  sont  invisibles  (c'est  pour  cela  que  cette  popula¬ 
tion  est  longtemps  restee  ignoree).  On  voit  bien  que  les 
ARNm  purifies  sont  tres  heterogenes  quant  a  leur  taille, 
et  qu'ils  sont  differents  dans  les  deux  populations  de  cel¬ 
lules.  (Labo  BG,  Orsay). 


d'un  nombre  limite  de  proteines,  certaines 
especes  d'ARNm  peuvent  devenir  relativement 
abondantes,  depassant  meme  50  %  du  total  des 
ARNm  ;  c'est  le  cas  des  erythrocytes  synthetisant 
la  globine  (ARNm  9  S),  des  cellules  de  l'oviducte 
de  poule  synthetisant  l'ovalbumine...  L'isole- 
ment  d'ARNm  specifiques  a  ete  possible  dans 
ces  seuls  types  cellulaires  privilegies,  grace  aux 
techniques  de  centrifugation  en  gradient  de  sac¬ 
charose  ou  d'electrophorese  preparatives.  Dans 
tous  les  autres  cas,  la  mise  en  evidence  d'une 
espece  particuliere  d'ARNm  est  restee  long- 
temps  impossible,  du  fait  de  sa  faible  abondance. 
Seules  les  methodes  recentes  d'hybridation 
ADN/ARN  et  l'utilisation  de  sondes  nucleiques 
specifiques  ont  permis  de  banaliser  l'etude  de 
l'expression  d'ARNm  individuels. 


Comparaison  entre  les  profils  electrophoretiques 
des  ARN  cytoplasmiques  et  des  ARN  nucleates 

(a)  ARN  cytoplasmiques  ;  ils  sont  constitutes  par  une 
population  bien  differenciee  en  «gros  ARN»  (28  S  et 
18  S)  et  «petits  ARN»  (5,8  S  et  4-5  S).  Ces  categories 
homogenes  de  molecules  forment  des  pics  bien  distincts, 
correspondant  aux  bandes  vues  sur  le  gel  de  la 
figure  8.16. 

(b)  ARN  nucleaires  ;  les  ARN  nucleolaires  sont  represen¬ 
ts  par  la  courbe  de  couleur. 

Les  ARNm,  en  general  tres  peu  abondants,  constituent 
entre  les  deux  grandes  families  d'ARN,  une  sorte  de 
bruit  de  fond  dans  lequel  on  ne  distingue  rien  de  precis. 
L'ARNm  9  S  de  la  globine,  caracteristique  des  erythro¬ 
cytes  (dont  la  position  est  marquee  en  pointilles),  fait 
exception. 

Les  ARN  nucleaires  chromatiniens  (ou  ARNnh,  courbe 
noire)  et  les  ARN  nucleolaires  ont  des  profils  tres  diffe¬ 
rents,  qu'il  s'agisse  des  tailles  des  molecules  ou  du 
nombre  d'especes  representees. 


•  Les  ARN  nucleaires  :  cette  population  est  tres 
differente  de  la  precedente,  car  : 

-  elle  presente  en  electrophorese  une  distribution 
« informe »,  en  ce  sens  qu'aucun  pic  n'emerge 
nettement  d'une  population  de  molecules  dont  la 
variation  de  taille  semble  continue  ; 

-  la  taille  maximale  des  molecules  extraites  est 
beaucoup  plus  grande  que  celle  observee  pour 
les  ARN  cytoplasmiques.  Alors  que  l'ARN  28  S 
(4  700  nucleotides)  est  le  plus  gros  des  ARN 
cytoplasmiques,  on  trouve  en  abondance  dans  le 
noyau  des  molecules  pouvant  atteindre 
50  000  nucleotides  de  long  et  certaines  meme 
sont  estimees  a  200-300  000  nucleotides  ! 
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Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


Si  on  fractionne  le  noyau  lui-meme,  en  isolant 
les  nucleoles  du  reste  de  l'organite,  on  obtient 
deux  profils  nettement  differents  suivant  que  l'on 
extrait  les  ARN  de  l'un  ou  l'autre  de  ces  deux  nou- 
veaux  sous-compartiments  : 

-  les  ARN  nucleolaires  ont  une  distribution  pre- 
sentant  des  pics  relativement  nets,  correspon- 
dant  a  des  molecules  ayant  comme  coefficients 
de  sedimentation  :  41-45  S,  32-35  S,  28  S,  18-20  S 
et  5-6  S.  Ces  ARN  constituent  done  une  sous- 
population  bien  precise  des  ARN  nucleaires 
totaux,  mais  lorsqu'ils  sont  en  melange  avec  les 
autres  ARN,  plus  abondants,  ils  sont  difficiles  a 
identifier  (voir  figure  8.17) ; 

-  les  ARN  nucleoplasmiques,  ou  chromatiniens, 
sont  nommes  ainsi  car  ils  sont  synthetises  sur  le 
reste  de  la  chromatine,  puis  accumules  dans  le 
nucleoplasme.  Etant  majoritaires  dans  le  noyau, 
leur  distribution  globale  est  tres  semblable,  par  la 
taille  des  molecules  et  leur  heterogeneite,  a  celle 
des  ARN  totaux.  On  les  appelle  souvent  ARN 
nucleaires  heterogenes  (ARNnh).  Parmi  ces  der- 
niers,  on  a  mis  recemment  en  evidence  une  classe 
abondante  de  petits  ARN  (60-200  nucleotides 
environ),  qui  n'exercent  pas  leur  fonction  dans  le 
cytoplasme,  et  restent  la  plupart  du  temps  confi¬ 
nes  dans  le  noyau.  Ces  petits  ARN  nucleaires 
(sn  RNA,  en  anglais)  entrent  dans  la  constitution 
de  particules  ribonucleoproteiques  de  petite  taille 
dont  on  verra  plus  loin  le  role  dans  les  processus 
de  modification  chimique  de  certains  ARN,  au 
sein  du  noyau  ;  il  en  existe,  a  l'heure  actuelle, 
plus  d'une  douzaine  d'especes  differentes. 

Les  ARN  nucleaires  et  cytoplasmiques  different 
done  a  de  nombreux  points  de  vue  :  distribution 
des  tailles,  abondance  de  certaines  especes  mole- 
culaires...  Les  seules  ressemblances  portent  sur  les 
ARN  nucleolaires  et  certains  ARN  cytoplasmiques 
pour  lesquels  on  trouve  en  commun,  et  dans  des 
proportions  voisines,  les  especes  notees  :  28  S,  18  S, 
5,8  et  5  S.  Nous  comprendrons  plus  tard  l'origine 
de  cette  observation,  qui  n'est  pas  fortuite,  puisque 
le  nucleole  est  le  lieu  de  syn these  de  la  majorite 
des  ARN  ribosomiques. 

4.1.2.  Diversite  des  ARN  polymerases 
chez  les  Eucaryotes 


generale,  les  choses  sont  toujours  plus  compli- 
quees  chez  ces  derniers.  On  trouve  ici  trois  ARN 
polymerases  differentes,  chacune  etant  plus  grosse 
et  plus  complexe  que  l'unique  ARN  polymerase 
bacterienne.  Chacune  d'elles  a  une  MM  voisine  de 
103  kDa  et  comprend  au  moins  dix  chaines  poly- 
peptidiques  distinctes  ;  certaines  sous-unites  sont 
communes  aux  trois  complexes.  Quelques  simili¬ 
tudes  de  sequence  et  d'organisation  existent  entre 
les  plus  gros  des  polypeptides  eucaryotiques  et 
bacteriens.  Ces  enzymes  transcrivent  specifique- 
ment  les  genes  correspondant  aux  grandes  families 
d'ARN  citees  precedemment : 

-  l'ARN  polymerase  I  synthetise  tous  les  ARNr, 
sauf  l'ARNr  5  S  ; 

-  l'ARN  polymerase  II  synthetise  tous  les  ARNm 
et  les  «  petits  ARN  nucleaires  »  ; 

-  l'ARN  polymerase  III  synthetise  tous  les  ARNt, 
les  ARNr  5  S  et  l'ARN  7  S  (voir  figure  9.7). 

Ces  trois  ARN  polymerases  ne  se  fixent  sur 
l'ADN  et  ne  commencent  a  le  transcrire  que  si 
celui-ci  est  deja  recouvert,  au  niveau  des  promo- 
teurs,  par  des  proteines  specifiques  appelees  fac- 
teurs  de  transcription  ou  LT  (chez  les  Bacteries, 
l'unique  enzyme  se  fixe  directement  sur  de  l'ADN 
nu).  L'association  entre  l'ADN  et  les  facteurs  de 
transcription,  dont  il  existe  ainsi  trois  families  : 
LTI,  LTII  et  LTIII,  est  tres  stable,  comme  le  mon- 
trent  les  experiences  de  reconstitution  in  vitro  a 
partir  de  molecules  purifiees.  C'est  le  complexe 
ADN  /  facteurs  proteiques  ainsi  forme  au  niveau  du 
promoteur,  qui  « attire »  et  retient  la  polymerase 
correspondante,  apres  qu'ait  ete  constitue  un  volu- 
mineux  complexe  de  preinitiation  (voir  plus  loin). 
A  la  difference  du  facteur  d'initiation  sigma  des 
Procaryotes,  qui  quitte  l'ARN  polymerase  des  que 
le  processus  d'elongation  de  l'ARN  est  entame,  le 
complexe  eucaryotique,  une  fois  forme,  reste  par- 
tiellement  en  place  apres  que  la  polymerase  ait 
demarre.  D'autres  facteurs  interviennent  en  outre 
specifiquement  pour  controler  le  taux  de  transcrip¬ 
tion  des  genes.  La  connaissance  de  tels  facteurs 
chez  les  Eucaryotes  est  relativement  recente  et  ce 
domaine  est  en  pleine  evolution  ;  ce  point  sera 
developpe  a  la  fin  du  chapitre. 

4.2  Donnees  de  la  physiologie  cellulaire 


Bien  que  le  principe  de  la  transcription  soit  le 
meme  chez  tous  les  etres  vivants,  il  existe  des  dif¬ 
ferences  notables  entre  les  Procaryotes  et  les 
Eucaryotes,  au  niveau  des  mecanismes  ;  de  fagon 


Lorsque  l'approche  physiologique  classique  (de 
type  pulse-chase)  est  doublee  d'une  analyse  biochi- 
mi  que  fine,  apres  fractionnement  cellulaire  et/ou 
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chimique,  on  a  directement  acces  aux  relations  pre¬ 
cises  existant  entre  les  molecules  marquees.  Dans 
le  cas  present,  on  pourra  ainsi  comprendre  l'ori- 
gine  des  differences  importantes  observees  entre 
les  ARN  nucleaires  et  les  ARN  cytoplasmiques. 

4.2.1.  ARN  NUCLEAIRES 

Lors  d'une  experience  de  type  pulse  seul,  les 
ARN  nucleaires  sont  les  premiers  marques  ;  mais 
comment  se  repartit  cette  radioactivite  instantanee 
au  sein  des  differentes  especes  d'ARN  decrites 
plus  haut  ?  On  observe  en  fait  que  le  profil  de 
radioactivite  se  superpose  presque  exactement  a 
celui  traduisant  la  masse  des  ARN,  ce  qui  signifie 
que  tous  les  ARN  heterogenes  (ou  la  majorite)  sont 
des  molecules  naissantes.  Lorsqu'on  realise  des 
experiences  de  type  pulse-chase,  on  observe  que  la 
radioactivite  incorporee  dans  les  ARN  nucleaires 
disparait  en  quelques  minutes.  Ceux-ci  presentent 
done  un  renouvellement  ( turn-over )  tres  rapide, 
e'est-a-dire  qu'ils  sont  soit  synthetises,  puis  tres 
rapidement  detruits,  soit  exportes  hors  du  noyau  a 
des  taux  eleves.  Des  mesures  precises  montrent  en 
fait  que  seule  une  faible  partie  (5  a  10  %)  de  la 
radioactivite  incorporee  a  tout  instant  dans  ces 
molecules  se  retrouve  dans  des  ARN  cytoplas¬ 
miques  stables,  au  bout  de  30  minutes.  Cette 
observation  signifie  que,  si  une  partie  des  ARN 
naissants  est  bien  exportee  (comme  on  l'a  vu  par 
autoradiographie),  la  plupart  d'entre  eux  sont  tres 
vite  degrades  au  sein  du  noyau. 

La  question  est  de  savoir  si  cette  degradation 
affecte  chaque  molecule  synthetisee,  dont  une  faible 
portion  serait  stabilisee  puis  exportee,  ou  bien  si 
certaines  molecules  sont  completement  degradees 
(la  majorite)  et  d'autres  simultanement  stabilisees 
dans  leur  integrity  (une  minority).  Nous  verrons 
plus  loin  comment  les  longs  ARN  transcrits  sur 
l'ADN  sont  remanies  pour  donner  naissance  a  des 
formes  plus  stables,  exportees  vers  le  cytoplasme. 
Le  noyau  des  cellules  eucaryotiques,  lieu  de  la 
transcription,  contient  done  en  majorite  des  formes 
moleculaires  d'ARN  de  type  precurseur,  chimique- 
ment  instables  car  subissant  de  profonds  remanie- 
ments  avant  d'etre  utilisables  dans  le  cytoplasme. 
On  rassemble  sous  le  terme  de  maturation 
l'ensemble  des  processus  chimiques  qui  affectent  ce 
qu'on  appellera  desormais  les  transcrits  pri- 
maires  ;  toutes  les  families  d'ARN  sont  l'objet  de 
telles  modifications,  mais  seules  les  deux  premieres 
seront  analysees  en  detail  de  ce  point  de  vue.  Cette 


notion  de  relation  precurseur/produit,  de  passage 
de  formes  instables  a  des  formes  stables,  ou  de 
maturation  en  general,  est  pratiquement  inexistante 
chez  les  Procaryotes  ;  la  simple  observation  du 
processus  de  transcription/traduction  simultanees 
prouve  que  les  ARN  (au  moins  les  ARNm)  sont 
utilisables  immediatement  apres  leur  synthese. 

4.2.2.  ARN  CYTOPLASMIQUES 

Si  on  etudie  les  ARN  cytoplasmiques  seuls 
(ARNm,  r  et  t)  au  moyen  des  memes  techniques, 
on  observe  que  ces  molecules  sont  relativement 
stables,  voire  tres  stables,  par  rapport  aux  durees 
de  vie  moyennes  signalees  pour  les  ARN  precur- 
seurs.  Les  ARNr,  par  exemple,  persistent  intacts 
au  sein  des  ribosomes  pendant  plusieurs  jours, 
voire  plusieurs  semaines  dans  certains  types  cellu- 
laires.  Le  fait  qu'ils  fassent  partie,  avec  des  pro- 
teines,  de  structures  supramoleculaires,  contribue 
a  les  stabiliser  en  les  eloignant  de  l'activite  des 
ARNases.  Les  ARNt  ont  des  durees  de  vie  du 
meme  ordre  de  grandeur.  Le  cas  des  ARNm  est  un 
peu  different  dans  la  mesure  ou  une  grande  varia¬ 
bility  est  observee  en  fonction  des  cellules  conside- 
rees,  mais  leur  survie  dans  le  cytoplasme  est  de 
toute  fa  con  beaucoup  plus  longue  que  celle  mesu- 
ree  chez  les  Bacteries  ;  il  faut  dire  aussi  que  la 
duree  du  cycle  de  vie  (=  le  temps  de  generation) 
n'est  pas  la  meme  dans  les  deux  situations  !  Gene- 
ralement  de  quelques  heures,  la  duree  de  vie  des 
ARNm  peut  atteindre  plusieurs  jours  ou  plusieurs 
semaines  ;  e'est  le  cas  dans  les  ovules  des  Animaux 
(qui  sont  des  cellules  ayant  une  phase  de  vie  ralen- 
tie,  pour  simplifier),  ou  bien  dans  des  cellules  tres 
differenciees  et  ne  produisant  qu'une,  ou  un 
nombre  limite  de  proteines  :  les  ARNm  correspon- 
dants  y  sont  stabilises  par  des  mecanismes  speci- 
fiques  qui  augmentent  leur  efficacite  et  leur 
productivity  (voir  plus  loin).  L'ensemble  des  don- 
nees  qui  viennent  d'etre  decrites  pour  les  divers 
ARN  cellulaires  est  resume  dans  le  tableau  8.1,  qui 
prend  pour  exemple  un  type  cellulaire  standard,  a 
savoir  les  fibroblastes  de  souris  en  culture. 

La  diversity  des  populations  d'ARNm  cytoplas¬ 
miques  dans  les  cellules  eucaryotiques  a  d'abord 
ete  abordee  par  une  technique  complexe,  qui  ne 
peut  etre  developpee  ici  ;  les  resultats  obtenus 
meritent  cependant  d'etre  decrits.  On  montre  ainsi, 
par  exemple,  que  dans  une  cellule  typique  de 
Mammifere,  qui  contient  environ  4.105  molecules 
d'ARNm,  15  000  especes  d'ARNm  differents  sont 
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localisation 

nature 

des  ARN 

%  de  la 

tail  le  des  molecules 

taux 

de  synthese 

duree  de  vie 

cellulaire 
des  ARN 

masse 

totale 

d'ARN 

(en  nombre  de  bases) 

(ordre  de 
grandeur) 

noyau 

precurseurs 
des  ARNr  (1) 

4  % 

4  700  - «-13  000 

39  % 

tres  courte  : 
seconde,  minute 

3  pg 

(ii%) 

precurseurs 
des  ARNm  (2) 

7  % 

1  500  - -  30  000 

(3) 

58  % 

tres  courte  : 
seconde,  minute 

ARNr 

71  % 

120,  160,  1  900,  4  700 

longue  : 
jour,  semaine 

cytoplasme 

23  pg 
(89  %) 

ARNt 

15  % 

~  80 

longue  : 
jour,  semaine 

ARNm 

3  % 

500  - ►  10  000 

courte  : 
heure,  jour 

(1)  sauf  ARNr  5  S 

(2)  et  des  «  petits  ARN  nucleaires# 

(3)  longueur  moyenne  =  8  000  ;  certains  depassent  300  000  nucleotides  de  long. 

Tableau  8.1 

Caracteristiques  principales  des  ARN  presents  dans  une  cellule  typique  de  Mammifere 

Dans  cet  exemple  (fibroblaste  de  souris  en  culture),  le  noyau  contient  environ  6  pg  d'ADN  ;  les  ARN  des  mitochondries 
ne  sont  pas  pris  en  compte.  La  comparaison  des  taux  de  synthese  instantanee  des  precurseurs  des  ARNm  (ARNnh)  et 
de  la  quantite  des  ARNm  fonctionnels  dans  le  cytoplasme  montre  que  la  plus  grande  partie  des  premiers  est  degradee 
dans  le  noyau.  Le  taux  de  synthese  des  ARNt  (non  mentionne  dans  ce  tableau)  ne  depasse  pas  3  %  du  total. 


mises  en  evidence,  mais  que  celles-ci  ne  se  repar- 
tissent  pas  de  fa  con  homogene  du  point  de  vue  du 
nombre  de  copies  individuelles.  On  distingue  trois 
families  d'ARNm  :  des  ARNm  tres  abondants 
(ayant  un  nombre  de  copies  identiques  tres  eleve), 
des  ARNm  rares  et  des  ARNm  d'abondance  inter- 
mediaire.  On  observe  aussi  que  les  ARNm  les  plus 
abondants  correspondent,  en  fait,  a  un  nombre 
limite  de  genes  (5-10  seulement,  ici)  alors  que  les 
ARNm  de  la  classe  rare  sont  les  plus  diversifies  : 
environ  15  000  differents.  Cette  analyse,  plus 
mathematique  que  biochimique,  est  un  peu  sim- 
pliste  car  il  doit  exister  en  realite  une  variation 
continue  entre  les  differentes  classes  d'ARN  ;  elle 
traduit  tout  de  meme  correctement  le  fait  que  cer¬ 
tains  genes  sont  plus  abondamment  transcrits  que 
d'autres.  Nous  verrons  plus  loin  qu'ils  correspon¬ 
dent  en  general  a  des  proteines  dont  la  cellule  a 
besoin  en  grande  quantite  (par  exemple,  certaines 
enzymes  du  metabolisme  de  base,  ou  des  proteines 
structurales  ubiquistes),  tandis  que  d'autres,  la 
majorite,  sont  transcrits  avec  une  faible  frequence 
car  ils  codent  des  proteines  peu  representees  (pro¬ 


teines  de  regulation,  enzymes  intervenant  dans  des 
metabolismes  annexes,  ou  proteines  de  structure 
impliquees  dans  des  differentiations  discretes). 


4.3  Donnees  de  la  microscopie  electronique 


De  meme  que  chez  les  Procaryotes,  cette 
approche  a  permis  de  mieux  comprendre  certains 
aspects  de  la  transcription  eucaryotique.  Si  la  tech¬ 
nique  des  coupes  est  totalement  inefficace  pour 
l'etude  des  structures  fibreuses  en  general,  en 
revanche,  la  methode  d'etalement  des  molecules 
(voir  chapitre  3)  s'avere  tres  performante  ;  en  sai- 
sissant  les  genes  en  action,  on  a  pu  preciser  la  des¬ 
cription  des  mecanismes  en  jeu. 

4.3.1.  Structure  des  complexes  de  transcription 

«  ARBRES  DE  NOEL» 

L'isolement  de  la  chromatine  a  partir  de  noyaux 
dont  l'enveloppe  a  ete  detruite  par  des  detergents, 
et  son  observation  au  microscope  electronique  font 
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apparaitre  des  figures  de  transcription  typiques 
dites  en  arbres  de  Noel  (voir  figure  8.18).  Nous 
avons  deja  evoque  ces  structures  lors  de  l'etude 
des  chromosomes  geants,  dans  lesquels  elles  ont  la 
meme  organisation.  Le  «tronc»  de  ces  arbres  est 
constitue  d'une  fibre  nucleosomique  de  10  nm,  et 
cette  simple  observation  montre  que  la  transcrip¬ 
tion  se  fait  sur  un  ADN  recouvert  de  nucleosomes, 
et  non  pas  sur  un  ADN  nu  comme  chez  les 


de  ienzyme 

Figure  8.18 

Aspect  d'un  complexe  actif  de  transcription 
Sur  un  axe  d'ADN  s'observent  des  « branches  »  laterales 
plus  ou  moins  symetriques,  de  longueur  croissante  a 
partir  d'une  extremite  :  celles-ci  sont  constitutes  par  les 
transcrits  d'ARN,  d'autant  plus  longs  qu'ils  sont  avances 
dans  leur  synthese.  A  la  base  de  chacun  d'eux,  un  glo¬ 
bule  (plus  gros  qu'un  nucleosome)  represente  la  mole¬ 
cule  d'ARN  polymerase  et  divers  facteurs  associes. 
L'extremite  flottante  de  la  molecule  est  celle  situee  du 
cote  5'  P  de  l'ARN,  tandis  que  celle  encore  associee  a 
l'ADN  est  l'extremite  3'  OH. 


Procaryotes.  La  longueur  d'ADN  transcrite  repre¬ 
sente  l'unite  de  transcription,  bordee  par  ses 
signaux  de  demurrage  et  de  terminaison  :  il  est 
possible  de  mesurer,  en  pm  et  en  nucleotides,  la 
longueur  de  telles  unites. 

Ce  type  de  figure  est  tres  frequent  lorsqu'on 
examine  des  nucleoles  dissocies  et  etales  (voir  plus 
loin),  mais  pour  le  reste  de  la  chromatine,  ces 
images  sont  plus  rares  ;  on  observe  en  general  des 
arbres  incomplets,  ou  irreguliers,  portant  un 
nombre  reduit  de  branches,  parfois  meme  une 
seule  (voir  figure  8.19).  Cette  diversity  illustre  sim- 
plement  le  fait  signale  plus  haut,  a  savoir  que  les 
unites  de  transcription  sont  plus  ou  moins  active- 
ment  engagees  dans  le  processus  de  synthese 
d'ARN.  Dans  les  plus  typiques  d'entre-elles,  les 
molecules  d'ARN  polymerase  se  touchent  prati- 
quement  le  long  de  l'ADN,  les  « branches »  sont 
nombreuses  et  on  deduit  que  la  transcription  fonc- 
tionne  a  un  taux  maximal.  Dans  la  majorite  des 
cas,  il  semble  cependant  qu'une  seule  molecule 
d'ARN  polymerase  parcoure  l'unite  de  transcrip¬ 
tion  et  termine  le  processus  de  synthese  avant 
qu'une  autre  ne  recommence. 

4.3.2.  Conclusions  tirees  de  l'etude 

CYTOLOGIQUE 

La  microscopie  electronique  fournit  deux  don- 
nees  importantes,  relativement  aux  mecanismes 
moleculaires  de  la  transcription  :  1)  les  transcrits 
apparaissent  tres  epais  et  d'aspect  granuleux, 
image  que  l'on  n'attend  pas  d'une  simple  molecule 
d'ARN,  meme  en  structure  secondaire,  et  2)  ils 
semblent  bien  plus  courts  que  ne  laisse  prevoir  la 
longueur  de  l'unite  de  transcription  elle-meme  (il 
suffit  de  comparer  la  longueur  maximale  des  bran¬ 
ches  laterales  a  celle  du  segment  d'ADN  transcrit). 
Ces  deux  observations  sont  liees  :  en  effet,  contrai- 
rement  a  ce  qui  se  produit  chez  les  Procaryotes,  les 
ARN  naissants  sont  immediatement  recouverts  de 


Figure  8.19 

Representation 
semi-schematique  d'un  gene 
transcrit  avec  une  faible 
efficacite,  et  presentant 
seulement  6  molecules  d'ARN 
en  cours  de  transcription 

Comparer  cette  figure  avec  la 
precedente.  (D'apres  un  cli¬ 
che  de  Puvion-Dutilleul  et  al, 
1976) 
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proteines  qui  les  empaquettent,  les  condensent  et 
done  raccourcissent  leur  taille  apparente. 

Ces  proteines  sont  organisees  en  particules  d'un 
diametre  voisin  de  20  nm,  recouvrant  environ 
500  nucleotides  d'ARN,  d'une  fagon  rappelant  un 
peu  ce  qui  se  passe  dans  un  nucleosome  pour 
l'ADN.  Ces  grosses  particules  sont  nominees  :  par¬ 
ticules  ribonucleoproteiques  nucleaires  hetero¬ 
genes  (ou  PRnh),  car  elles  sont  associees  aux  ARN 
dits  heterogenes.  Lorsqu'on  les  isole,  et  apres  avoir 
digere  l'ARN  qui  les  reunit,  on  peut  identifier  et 
purifier  une  dizaine  de  proteines  distinctes  qui  en 
constituent  le  coeur.  Le  role  de  ces  particules  est 
sans  doute  de  proteger  les  ARN  contre  les  attaques 
nucleasiques  qui  pourraient  les  detruire  pendant 
la  periode  critique  ou  ceux-ci  subissent  leurs  rema- 
niements  intranucleaires  (la  maturation).  A  cote  de 
ces  PRnh,  il  existe  d'autres  particules  associees  aux 
ARN  naissants,  de  taille  plus  modeste  mais  plus 
solidement  accrochees  a  leur  support.  C'est  au  sein 
de  ces  particules  que  l'on  trouve  les  petits  ARN 
nommes  sn  RNA  ;  le  role  de  ces  dernieres  est  de 
participer  directement  aux  processus  de  matura¬ 
tion  de  l'ARNm,  qui  seront  developpes  plus  loin. 

Une  autre  remarque  importante  doit  etre  faite  : 
la  taille  moyenne  mesuree  pour  les  unites  de  trans¬ 
cription  bien  identifiables  est  toujours  beaucoup 
plus  longue  (de  5  a  10  fois,  mais  parfois  plus)  que 
celle  attendue  d'apres  la  taille  moyenne  des  pro¬ 
teines  synthetisees  dans  le  cytoplasme  (300- 


500  acides  amines)  et  des  ARNm  qui  les  codent 
(1  000-2  000  nucleotides).  Cette  observation 
confirme  les  donnees  de  la  biochimie  presentees 
plus  haut,  a  savoir  que  les  ARN  nucleaires  sont 
bien  plus  longs  que  ceux  isoles  du  cytoplasme,  ceci 
etant  particulierement  vrai  pour  les  ARNm. 


5.  TRANSCRIPTION  DES  GENES 
CODANT  LES  PROTEINES 
(ARNm) 


Les  ARNm  sont  ceux  qui  portent  l'information 
correspondant  aux  proteines  ;  ils  sont  le  resultat  de 
la  transcription,  par  l'ARN  polymerase  II,  de  genes 
qui  ont  une  organisation  particuliere  chez  les 
Eucaryotes  (succession  d'exons  et  d'introns).  Cette 
organisation  caracteristique,  dite  en  mosai'que,  a 
ete  presentee  dans  le  chapitre  4.  Nous  l'illustrerons 
id  au  moyen  de  quelques  exemples. 

5.1  Organisation  generate  des  genes 
eucaryotiques  codant  les  proteines 
(rappels) 

La  figure  8.20  montre  les  structures  classiques 
des  genes  de  la  globine  et  de  l'ovalbumine  de  pou- 
let,  qui  constituent  les  exemples  historiques  de  la 


exon  exon  exon 

— 1^  - — 2 — ►  - - 3- 


A 

B  1 

A 

TG 

. !  ,t 

intron  intron 

gene  de  la  B  globine  ;  1  500  paires  de  bases 

t 

TAA 

1  exons  2345  67  exons  8 


Figure  8.20 

Organisation  de  deux  genes  eucaryotiques  typiques  codant  des  proteines 

(1)  Gene  de  la  (S-globine  de  Mammifere,  comprenant  3  exons  (notes  par  des  chiffres)  et  2  introns  (lettres).  L'ARNm 
final,  qui  correspond  aux  seuls  exons,  a  une  longueur  de  620  nucleotides  et  code  une  proteine  de  146  acides  amines. 

(2)  Gene  de  l'ovalbumine  de  poulet,  comprenant  8  exons  et  7  introns.  L'ARNm  final,  qui  a  une  longueur  de 
1  872  nucleotides,  code  une  proteine  de  386  acides  amines. 

Les  signaux  de  debut  (ATG)  et  de  fin  de  traduction  (TAA)  sont  indiques  ;  les  regions  des  promoteurs  (a  gauche  des 
schemas)  ne  sont  pas  detaillees.  Les  parties  non  codantes  en  5'  et  en  3'  sont  figurees  en  rouge  fonce. 
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mise  en  evidence  de  cette  organisation  en 
mosaique.  Celle-ci  est  tres  generate  chez  les  genes 
eucaryotiques  codant  les  proteines.  Selon  les  genes, 
le  nombre  d'introns  peut  varier  de  maniere  tres 
importante  :  on  en  compte  2  dans  le  celui  de  la 
globine,  7  dans  le  celui  de  l'ovalbumine,  36  dans 
celui  de  la  thyroglobuline  et  50  dans  le  celui  du 
collagene  !  De  meme,  la  taille  de  ces  introns  est 
tres  variable  :  de  80  nucleotides  pour  les  plus 
petits,  elle  atteint  100  000  nucleotides  et  plus,  pour 
les  plus  longs.  La  longueur  des  exons  est,  en 
revanche,  beaucoup  plus  uniforme  et  correspond 
en  general  a  des  sequences  de  40  a  50  acides  ami¬ 
nes.  Lorsqu'on  examine  les  sequences  des  introns 
contenus  dans  les  genes  de  proteines  identiques 
(ou  homologues)  chez  des  organismes  apparentes 
(comme  les  globines,  chez  divers  Vertebres,  par 
exemple)  on  constate  qu'elles  peuvent  diverger 
considerablement,  comme  si  ces  introns  n'avaient 
aucune  fonction  propre  ;  en  revanche,  les 
sequences  des  exons  sont  extremement  conser¬ 
ves.  La  question  de  la  signification  biologique  de 
ces  sequences  intercalees  sera  evoquee  plus  loin. 


5.2  Transcription  et  maturation  des  ARN 
premessagers 


5.2.1.  Synthese  du  transcrit  primaire 

•  Etape  de  demarrage  de  la  transcription  : 

grace  a  l'intervention  des  facteurs  proteiques  de 
type  FTII,  l'ARN  polymerase  II  peut  operer.  Ces 
facteurs  sont  deja  fixes  sur  l'ADN  au  niveau  du 
promoteur,  dont  l'organisation  est  la  suivante  :  il 
s'agit  d'une  sequence  tres  conservee  de  sept 
nucleotides  constitues  uniquement  de  A  ou  de  T, 
situee  a  la  position  -25  par  rapport  au  premier 
nucleotide  transcrit.  On  appelle  ce  bloc  de  nucleo¬ 
tides  la  «boite  TATA»  ( TATA  box)  du  nom  des 
quatre  bases  centrales  les  plus  conservees  chez 
tous  les  Eucaryotes  ;  par  ses  proprietes  physicochi- 
miques,  cette  sequence  rappelle  celle  decrite  chez 
les  Procaryotes  sous  le  nom  de  Pribnow  box.  Outre 
cette  sequence  classique  et  obligatoire,  on  observe 
une  autre  sequence  promotrice,  situee  plus  en 
amont  (position  -75),  qui  est  moins  bien  conservee 
et  moins  systematique  :  il  s'agit  de  la  «boite 
CAAT »,  qui  est  au  centre  d'une  succession 
consensus  de  neuf  nucleotides  :  GG(C  ou 
T)CAATCT.  Nous  verrons  plus  loin  qu'il  existe,  en 


plus  de  cette  sequence  promotrice  adjacente  au 
gene,  un  deuxieme  type  de  sequences  qui  controle, 
chez  la  majorite  des  genes  d 'Eucaryotes,  le  taux  de 
transcription  :  il  s'agit  des  elements  amplifica- 
teurs,  qui  peuvent  multiplier  par  plus  de  100  fois 
la  vitesse  de  demarrage  de  ce  processus. 

•  Etape  d'elongation  :  de  nombreux  autres  fac¬ 
teurs  proteiques  s'associent  a  l'ARN  polymerase 
qui,  des  lors,  progresse  sur  le  brin  matrice  dans  le 
sens  3'  — »  5',  tandis  que  l'ARN  synthetise  s'allonge 
dans  le  sens  5'  — >  3'. 

•  Etape  de  terminaison  :  au  cours  de  sa  pro¬ 
gression,  l'ARN  polymerase  rencontre  a  la  fin  du 
gene  un  signal  particulier  dit  de  polyadenylation. 
Ce  signal  (sequence  A  AT  A  A  A)  conduit  a  la  cou- 
pure  enzymatique  de  l'ARN  en  cours  de  transcrip¬ 
tion  (10  a  20  nucleotides  en  aval),  et  au  demarrage 
d'un  processus  sequentiel  d'accrochage  d'une 
longue  serie  de  nucleotides  AMP,  qui  sera  decrit 
plus  loin.  La  polymerase  poursuit  encore  son  che- 
min  sur  l'ADN  un  certain  temps,  et  continue  a 
transcrire  un  ARN  qui,  n'etant  pas  protege  par  un 
«  chapeau  »  (voir  plus  loin)  est  rapidement  degrade. 
De  toute  fa  con,  l'enzyme  est  deja  «  sortie  »  du  gene 
proprement  dit  ;  les  signaux  d'arret  de  la  trans¬ 
cription  effective  et  du  decrochage  de  l'enzyme 
sont  encore  mal  connus. 


5.2.2.  Maturation  de  l'ARN  premessager 

Deux  types  de  modification  chimique  affectent 
le  transcrit  primaire  de  maniere  tres  precoce,  au 
sein  du  noyau  :  l'une  concerne  les  extremites  5'  P 
et  3'  OH,  l'autre  affecte  la  partie  centrale  de  la 
molecule  (voir  figure  8.21). 

•  Modifications  des  extremites  de  la  molecule. 

-  Des  que  l'extremite  5'  P  est  degagee  (apres  la 
synthese  d'environ  30  nucleotides),  elle  subit 
l'addition  enzymatique  d'un  nucleotide  particu¬ 
lier  :  une  guanosine-phosphate  methylee,  qui 
constitue  la  coiffe  (ou  cap).  Tous  les  ARNm 
eucaryotiques  possedent  ce  chapeau,  qui  semble 
les  proteger  des  degradations  en  5'  dues  aux 
nucleases  ;  il  constitue  en  outre  un  signal  de 
reconnaissance  intervenant  dans  la  synthese  pro- 
teique,  car  c'est  lui  qui  aide  les  ribosomes  a  se 
positionner  du  cote  5'  du  message. 

-  Des  que  l'extremite  3'  OH  de  TARN  est  clivee 
(apres  la  sequence  AAUAAA),  elle  est  prise  en 
charge  par  une  enzyme  nommee  poly  A  poly- 
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exon  3- 


sequence  de  tete 
non  traduite 


H2N 


|  lAAAAAAl  3'OH 
queue  de  poly  A 


proteine 


COOH 


3'OH 


queue  de  poly  A 

sequence  de 
queue  non  traduite 


Figure  8.21 

Etapes  de  la  maturation  d'un  ARN  premessager  eucaryotique  typique 

Deux  types  d'evenements  interviennent :  (1)  des  modifications  terminates  en  5'  P  (coiffe)  et  en  3'  OH  (queue  de  poly  A) ; 
(2)  l'excision  des  introns  et  l'epissage  des  exons,  a  partir  desquels  la  chaine  polypeptidique  est  fabriquee. 

Differents  signaux  (sequences  consensus)  sont  mentionnes  le  long  des  molecules  :  jonctions  exon/intron,  polyadenyla- 
tion,  traduction.  Comparer  ce  schema  avec  celui  de  la  figure  4.9. 


merase.  Presque  tous  les  ARNm  des  Eucaryotes 
possedent  une  queue  en  3'  OH,  constitute  de  150 
a  200  nucleotides  d'adenine  (AMP),  et  ajoutee  a 
la  fin  du  transcrit  de  maniere  post-transcription- 
nelle.  La  poly  A  polymerase  fonctionne  sans 
matrice  et  ajoute  les  nucleotides  les  uns  apres  les 
autres,  en  utilisant  l'ATP  comme  substrat :  poly- 
adenylation.  La  fonction  de  ce  processus,  absent 
chez  les  Procaryotes,  reste  encore  mal  definie  : 
role  dans  le  transport  hors  du  noyau,  protection 
du  message  en  3',  controle  de  la  duree  de  vie  de 
la  molecule...  On  sait  cependant  que  cette  queue 
est  graduellement  raccourcie  des  que  l'ARNm 
entre  dans  le  cytoplasme  ;  la  question  de  la  stabi¬ 
lity  des  ARNm  sera  evoquee  plus  loin. 


La  molecule  ainsi  obtenue,  contenant  les 
sequences  introniques  et  chimiquement  modifiee  a 
ses  extremites,  constitue  le  transcrit  primaire  et 
c'est  elle  qui  va  subir  les  etapes  suivantes  de  la 
maturation.  En  fait,  les  evenements  d'excision- 
epissage  que  l'on  decrira  plus  loin  commencent  a 
se  produire  dans  la  region  5',  avant  que  le  transcrit 
complet  soit  termine.  Cette  idee  est  suggeree  par 
les  images  de  microscopie  electronique  montrant 
des  particules  proteiques  collees  le  long  de  l'ARN 
en  cours  de  synthese,  parmi  lesquelles  celles  inter- 
venant  sans  doute  dans  ces  processus.  La  presen¬ 
tation  en  deux  temps  des  phenomenes  de  matura¬ 


tion,  qui  est  adoptee  ici,  est  done  arbitraire  mais 
les  evenements  sont  ainsi  plus  simples  a  decrire. 

•  Processus  d'excision  et  d'epissage  :  ils  consis¬ 
tent  a  enlever  successivement  les  sequences  intro¬ 
niques  des  transcrits  et  a  rabouter  de  fa  con  precise 
les  sequences  exoniques  retrouvees  dans  l'ARNm 
definitif.  Ces  deux  phenomenes  nucleaires  sont 
responsables  du  raccourcissement,  parfois  consi¬ 
derable,  des  ARN  initialement  transcrits  ;  ils 
n'affectent  pas  les  extremites  5'  et  3'  qui  restent 
inchangees  dans  les  ARN  nucleaires  et  les  ARN 
cytoplasmiques  qui  en  derivent.  Ces  modifications 
internes  des  molecules  (decouvertes  en  1977) 
etaient  totalement  inattendues  par  les  chercheurs, 
depuis  longtemps  intrigues  par  l'intense  metabo- 
lisme  des  ARN  au  sein  du  noyau,  decrit  plus  haut. 

L'excision  et  l'epissage  se  realisent  grace  a 
quatre  types  de  particules  ribonucleoproteiques 
qui  s'associent  aux  ARN  premessagers  naissants, 
et  contiennent  les  sn  RNA  signales  plus  haut,  ainsi 
qu'une  dizaine  de  proteines  chacune.  Celles-ci  fer¬ 
ment  les  complexes  d'epissage,  qui  sont  un  peu 
moins  gros  que  des  ribosomes,  et  realisent  les  ope¬ 
rations  en  deux  temps.  Certaines  de  ces  particules 
sont  d'abord  capables  de  reconnaitre  des  sequences 
consensus  specifiques  marquant  la  limite  entre  les 
introns  et  les  exons  (jonctions  exon-intron).  Cette 
reconnaissance  s'effectue  grace  aux  ARN  propres 
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a  ces  complexes,  qui  comportent  eux-memes  des 
sequences  consensus  complementaires  !  C'est  pour 
cette  raison  qu'un  nombre  limite  de  ces  particules 
est  capable  d'assurer  la  maturation  d'une  infinite  - 
ou  presque  -  d'ARN  premessagers.  Dans  un 
deuxieme  temps,  apres  s'etre  associees  et  avoir 
rapproche  les  «pieds»  des  exons,  et  ainsi  realise 
une  boucle  avec  l'intron,  ces  particules  soudent  les 
exons  l'un  a  l'autre  (voir  figure  8.22). 


site  site 


Figure  8.22 

Schema  illustrant  les  phenomenes  d'excision-epissage 

Ce  processus  se  deroule  au  niveau  des  jonctions  intron- 
exon,  grace  aux  complexes  d'epissage  (represents  sous 
forme  de  4  spheres)  ;  ils  contiennent  5  ARN  et  plus  de 
50  proteines.  L'intron  est  libere  sous  une  forme  partielle- 
ment  refermee,  en  forme  de  lasso,  qui  sera  par  la  suite 
degradee  dans  le  noyau. 


•  Transport  des  ARNm  dans  le  cytoplasme  : 
celui-ci  ne  s'effectue  que  si  toutes  les  etapes  de 
maturation  sont  terminees  et  il  semble  que,  jusqu'a 
la  fin  de  ce  processus,  les  ARN  soient  recouverts 
de  proteines,  sous  la  forme  des  particules  PRnh  ou 
des  complexes  d'epissage.  Certaines  d'entre  elles 
sont  sans  doute  reconnues  au  niveau  des  complexes 
des  pores  nucleaires.  Etant  donne  le  diametre  effi- 
cace  de  ces  pores,  le  transport  a  travers  eux  est 
necessairement  de  type  actif,  avec  consommation 
d'energie,  a  la  maniere  de  ce  qui  est  connu  pour  la 
translocation  du  ribosome  le  long  de  l'ARNm  ;  il 
est  suggere  que  le  globule  central  du  complexe 
serve  de  transporteur.  De  toute  maniere,  l'ARNm 
n'est  vraisemblablement  jamais  nu,  ni  dans  le 
noyau,  ni  dans  le  cytoplasme  et  on  pense  que,  s'il 
perd  ses  proteines  lors  du  passage  a  travers  les 
pores,  il  est  tout  de  suite  pris  en  charge  par  d'autres 
proteines  de  liaison  du  cote  cytoplasmique. 


5.2.3.  Remarques  relatives  au  processus 
d'excision-epissage 

Le  mecanisme  en  jeu  est  d'une  extreme  preci¬ 
sion  (a  la  base  pres),  car  il  conduit  a  une  molecule 
d'ARNm  mature  dans  laquelle  la  succession  des 
nucleotides  doit  garder  un  sens  (celui-ci  etant 
inclus  dans  la  succession  des  codons  qui  specifient 
les  acides  amines).  Toute  erreur,  par  addition  ou 
suppression  d'un  ou  deux  nucleotides,  induirait 
un  decalage  de  phase  de  lecture  et  ferait  perdre 
tout  son  sens  au  message,  a  partir  de  ce  point ;  la 
precision  est  assuree  grace  a  la  presence  des 
sequences  consensus  des  jonctions  exon-intron, 
deja  signalees.  On  comprend  que  ceci  soit  crucial, 
quand  on  sait  que  certaines  proteines  sont  codees 
par  des  genes  contenant  plusieurs  dizaines  d'in- 
trons,  dont  les  sequences  doivent  etre  enlevees 
correctement  chaque  fois,  au  cours  de  la  matura¬ 
tion  du  transcrit  correspondant. 

Dans  le  cas  de  la  globine,  on  connait  une  famille 
de  maladies  genetiques  humaines  conduisant  a  un 
defaut  de  synthese  de  l'hemoglobine  :  les  thalasse- 
mies,  qui  sont  dues,  entre  autres  raisons,  a  des 
deficiences  du  phenomene  de  maturation  au 
niveau  de  ce  gene.  On  a  montre  que  des  mutations 
ponctuelles  (un  seul  nucleotide  modifie)  situees  au 
niveau  des  introns  ou  des  exons  suffisent  pour 
creer  de  nouveaux  sites  d'epissage  ou  inactiver 
ceux  normalement  presents,  et  conduire  a  la  pro¬ 
duction  d'ARNm  anormaux.  Ces  genopathies,  qui 
concernent  les  hemoglobines,  presentent  des 
manifestations  cliniques  tres  diverses  ;  selon  le 
degre  d'alteration  et  de  stability  des  hemoglobines 
anormales  produites,  elles  sont  plus  ou  moins 
compatibles  avec  une  vie  prolongee  ;  leurs  causes 
moleculaires  sont  multiples  (voir  l'encart  suivant). 

Puisque  les  jonctions  exon-intron  ont  des 
sequences  conservees,  on  pourrait  imaginer  que 
des  exons  non  contigus  soient  raboutes,  ce  qui 
serait  catastrophique  pour  l'expression  normale 
des  genes.  Ce  sont  en  principe  les  jonctions  les 
plus  proches  qui  sont  raboutees,  car  les  complexes 
d'epissage  se  fixent  sans  doute  sur  l'ARN  a 
mesure  que  celui-ci  est  transcrit  et  se  degage  de 
l'ARN  polymerase  ;  de  fa  con  habituelle,  il  y  a  en 
fait  appariement  sequentiel  des  sites  d'epissage. 
On  decouvre  cependant  de  plus  en  plus  d'exem- 
ples  de  situations  normales  ou  l'epissage  ne  suit 
pas  cette  regie  ;  les  cellules  controlent  dans  cer¬ 
tains  cas  les  processus  de  maturation  et  choisissent 
de  rabouter  tel  ou  tel  exon  non  adjacents.  Il  est 
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Encart  biomedical 
Les  hemoglobinopathies  :  anemies  falciformes  et  thalassemies 


L'exemple  le  plus  anciennement  connu  est  la  dre- 
panocytose,  ou  anemie  falciforme  (en  raison  de 
l'aspect  typique  en  faucille  des  hematies  des 
malades).  Cette  maladie  est  repandue  en  Afrique 
centrale  et  en  Asie  ;  les  homozygotes  ont  une 
duree  de  vie  tres  breve,  tandis  que  les  heterozy¬ 
gotes  souffrent  d'anemie  et  d'osteoporose.  II  s'agit 
d'une  anomalie  de  l'hemoglobine  A  (HbA),  due 
au  changement  d'un  nucleotide  dans  un  gene  P 
de  globine,  conduisant  a  la  substitution  d'un  acide 
amine  (glu  — »  val).  Cette  hemoglobine,  notee 
HbS,  differe  de  la  forme  normale  par  sa  solubi- 
lite,  en  particulier  en  presence  de  faibles  tensions 
d'oxygene  ;  cette  propriety  est  responsable  de 
l'aspect  caracteristique  des  hematies.  Les  hetero¬ 
zygotes  fabriquent  les  deux  sortes  de  chaines  de 
globine.  D'autres  formes  rares  de  drepanocytose 
(HbC,  HbE)  sont  connues,  dues  aussi  a  un  seul 
changement  d'acide  amine  dans  la  chaine  P  ou 
dans  les  chaines  a. 

Les  thalassemies  sont  caracterisees  par  une  syn- 
these  anormale  des  chaines  d'hemoglobine  ;  elles 
portent  ce  nom  car  elles  sont  tres  repandues  tout 


autour  de  la  Mediterranee,  dans  le  Moyen  et 
l'Extreme-Orient,  et  en  Inde.  Plus  d'une  centaine 
de  mutations  ont  ete  identifies.  Les  homozy¬ 
gotes  presentent  des  troubles  graves,  souvent 
mortels,  avec  anemie  severe,  troubles  osseux  et 
splenomegalie.  On  distingue  les  [3-thalassemies, 
ou  les  chaines  P  absentes  ou  anormales  sont  rem- 
placees  par  des  chaines  delta,  et  les  a-thalassemies, 
ou  les  chaines  P  remplacent  les  chaines  a.  Les 
causes  moleculaires  des  thalassemies  sont  tres 
variees  :  mutations  ponctuelles  ou  deletions,  tou- 
chant  les  genes  de  globine  ou  pas.  Des  mutations 
situees  dans  les  promoteurs  empechent  toute 
synthese  d'ARNm,  d'autres  touchant  les  sites 
d'epissage  sont  responsables  de  la  formation 
d'ARNm  anormaux  (par  elimination  ou  addition 
d'exons),  et  done  de  proteines  anormales.  De 
grandes  deletions  touchant  les  loci  des  families 
des  genes  a  ou  P  de  globine  eliminent  plusieurs 
genes  a  la  fois,  entrainant  des  consequences  sou¬ 
vent  graves.  Enfin,  des  deletions  situees  a  l'exte- 
rieur  de  ces  loci  modifient  l'etat  de  la  chromatine 
et  inactivent  des  genes  pourtant  normaux. 


possible,  de  cette  fagon,  de  fabriquer  des  proteines 
differentes  a  partir  d'un  seul  gene  au  depart :  e'est 
ce  qu'on  appelle  l'epissage  alternatif  (voir  plus 
loin).  Ce  processus  intervient  dans  les  pheno- 
menes  de  differentiation  cellulaire  :  un  seul  gene 
est  utilise  a  des  fins  differentes  suivant  le  tissu 
considere,  ou  il  a  une  expression  specifique.  Les 
mecanismes  precis  controlant  l'epissage  alternatif 
restent  encore  mal  compris. 

La  question  de  la  quantite  d'ADN  informatif 
dans  les  genomes  d'Eucaryotes  a  ete  evoquee  dans 
le  chapitre  4.  Connaissant  la  structure  des  genes 
chez  ces  organismes,  et  sachant  qu'il  existe  de  tres 
longues  sequences  d'ADN  non  transcrites,  les 
separant,  on  comprend  mieux  pourquoi  seule  une 
part  infime  (quelques  %)  du  genome  est  genetique- 
ment  «  utile  ».  La  figure  8.23  schematise  l'organisa- 
tion  d'un  segment  representatif  de  chromosome 
eucaryotique  et  montre  la  taille  des  genes,  le 
nombre  d'introns  qu'ils  contiennent,  ainsi  que  la 
taille  de  l'ARNm  correspondant.  On  voit  bien  la 
difference  entre  cette  organisation  et  celle  des 
genes  procaryotiques,  vue  plus  haut. 
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Figure  8.23 

Organisation  d'un  segment  de  chromosome 
eucaryotique  typique 

Cette  figure  montre  que  la  quantite  d'ADN  informatif 
est,  en  raison  de  la  longueur  des  sequences  interge- 
niques  et  des  introns,  tres  peu  importante  par  rapport  a 
sa  longueur  totale. 

L'exemple  choisi  est  celui  du  chromosome  X  humain, 
dont  la  taille  represente  environ  1,5.10s  paires  de  nucleo¬ 
tides  ;  les  15  genes  represented  et  leur  organisation  sont 
theoriques. 
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COMMENTAIRE 

L'hypothese  du  brassage  des  exons 

On  peut  s'interroger  sur  la  signification  evolu¬ 
tive  d'un  mecanisme  aussi  complexe  et  represen- 
tant,  d'une  certaine  maniere,  un  risque  pour  les 
cellules.  L'hypothese  actuellement  retenue  sur 
le  role  des  introns  dans  les  genes  d'Eucaryotes 
est  la  suivante  :  en  constituant  des  zones  «sans 
importance »  du  point  de  vue  du  message  gene- 
tique  lui-meme,  entre  les  exons,  ils  permettraient 
un  brassage  de  ceux-ci  par  les  phenomenes  de 
recombinaison  genetique  lies  a  la  reproduction 
sexuee.  Le  brassage  des  exons  semble  etre  en 
effet  responsable  de  l'apparition  de  nombreuses 
proteines  complexes  qu'on  trouve  chez  les  orga- 
nismes  superieurs.  Ces  proteines  composites 
(ou  «mosaiques»)  sont  constitutes  de  differents 
domaines,  ou  modules,  correspondant  a  des 
exons,  que  l'on  retrouve  dans  d'autres  proteines 
n'ayant  rien  a  voir  fonctionnellement  avec 
elles  !  Grace  a  ce  mecanisme,  revolution 
«emprunte»  des  exons  un  peu  partout  dans  le 
genome,  les  reassocie  au  hasard  pour  fabriquer 
une  panoplie  de  genes  (et  de  proteines)  divers, 
qui  seront  testes  au  cours  du  temps  par  la  selec¬ 
tion  naturelle.  Les  introns  faciliteraient  ainsi  la 
mobilite  des  exons  dans  le  genome  et  augmen- 
teraient  les  capacites  evolutives  des  organismes. 
Le  prix  a  payer  pour  ceci  serait  la  fabrication  de 
transcrits  geants,  sans  rapport  avec  le  produit 
final,  et  done  une  depense  importante  de 
matiere  et  d'energie  par  les  cellules. 


6.  TRANSCRIPTION  DES  GENES 
CODANT  LES  ARNr. 
EDIFICATION  DES  RIBOSOMES 
AU  SEIN  DU  NUCLEOLE 


6.1  Organisation  des  genes  ribosomiques 


Les  genes  de  proteines,  meme  abondantes,  ne 
sont  presents,  en  general,  qu'en  une  seule  copie 
par  genome  haploide  ;  ceux  des  ARN  dits  de  struc¬ 
ture  :  ARNr  et  ARNt,  sont  en  revanche  presents  en 
un  grand  nombre  d'exemplaires  (genes  repetes  ou 
redondants  ;  voir  chapitre  4),  car  ils  ne  font  pas 


l'objet  d'un  phenomene  d'amplification  de  l'infor- 
mation,  comme  cela  existe  dans  le  cas  de  la  syn- 
these  proteique  :  un  seul  ARNm  fabrique  jusqu'a 
dix  molecules  de  la  meme  proteine  par  minute,  et 
sa  duree  de  vie  peut  etre  de  plusieurs  heures.  Une 
cellule  eucaryotique  moyenne  contient  10 7  riboso¬ 
mes  et  elle  doit,  au  minimum  (sans  tenir  compte 
du  renouvellement),  fabriquer  autant  de  copies  de 
chacun  des  ARNr  qui  les  constituent  a  chaque 
generation,  eventuellement  en  quelques  heures 
(24  h  pour  un  fibroblaste)  ;  le  probleme  est  iden- 
tique  pour  les  ARNt.  On  compte  chez  l'Homme 
200  copies  identiques  ou  tres  voisines  de  genes 
pour  les  ARNr,  regroupees  en  paquets  au  niveau 
des  telomeres  de  cinq  chromosomes  differents 
(n°  13,  14,  15,  21  et  22).  Chez  le  xenope  (un 
Amphibien),  on  a  identifie  environ  500  copies  sur 
un  meme  endroit  d'un  seul  chromosome.  Ces 
endroits  sont  nommes  organisateurs  nucleolaires, 
car  les  nucleoles  s'organisent  autour  de  ces  seg¬ 
ments  precis  d'ADN  (voir  plus  loin). 

Un  gene  ribosomique  est  constitue  de  plusieurs 
segments  contigus  dont  certains  sont  a  l'origine 
d'ARN  « utiles  »,  et  d'autres  ne  le  sont  pas  (et  dont 
les  produits  seront  degrades  apres  transcription). 
Chaque  unite  de  transcription  comprend  de  8  a 
13  000  nucleotides  selon  l'organisme,  mais  on  peut 
aussi  observer  de  legeres  variations  au  sein  des 
differentes  copies  d'un  meme  organisme  ;  ces 
variations  portent  sur  les  regions  non  utiles  car 
elles  ne  sont  pas  soumises  a  une  contrainte  de 
structure,  comme  le  sont  les  autres.  Deux  genes 
sont  separes  par  une  region  non  transcrite,  dite 
espaceur,  ou  intercalaire  non  transcrit,  qui  contient 
les  promoteurs  (ainsi  que  des  signaux  de  regula¬ 
tion)  et  dont  la  longueur  est  aussi  tres  variable  ; 
l'ensemble  des  deux  regions  constitue  une  unite 
de  repetition  (voir  figure  8.24). 

Les  unites  de  repetition  sont  disposees  en  tan¬ 
dem  direct  (tete-queue)  le  long  de  l'ADN  et  don- 
nent,  lorsqu'on  les  observe  en  microscopie  electro- 
nique  (selon  les  techniques  decrites  plus  haut  pour 
la  chromatine),  des  figures  tres  spectaculaires  de 
successions  d'un  grand  nombre  d'arbres  de  Noel. 
Les  complexes  de  transcription  ainsi  visualises 
fonctionnent  tres  activement  car  il  peut  y  avoir 
jusqu'a  100  transcrits  sur  le  meme  gene.  Les  mole¬ 
cules  d'ARN  polymerase,  au  pied  de  chaque  trans¬ 
crit,  se  touchent  les  unes  les  autres  et  toutes  les 
unites  de  transcription  fonctionnent  simultane- 
ment.  Le  schema  du  fonctionnement  d'une  unite 
de  repetition  a  ete  donne  dans  la  figure  8.18. 
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Figure  8.24 

Transcription  des  genes  codant  les  ARNr  au  niveau  d'un  court  segment  d'organisateur  nucleolaire 
Quatre  unites  de  repetition,  disposees  en  « tandem  direct*  (avec  la  meme  polarite),  sont  representees.  Chacune  d'elles 
est  formee  d'une  zone  non  transcrite  et  d'une  unite  de  transcription  qui  est  a  l'origine  d'un  «arbre  de  noel»  typique, 
dont  le  fonctionnement  est  decrit  dans  la  figure  8.18. 


6.2  Transcription  et  maturation  des  ARN 
ribosomiques 


Comme  pour  les  ARNm,  il  y  a,  ici  aussi,  synthese 
d'un  grand  ARN  precurseur  subissant  de  nom- 
breuses  modifications  avant  de  donner  les  pro- 
duits  finaux  (voir  figure  8.25).  Grace  a  des  facteurs 
de  transcription  appropries,  l'ARN  polymerase  I 
reconnait  le  promoteur  du  gene,  situe  dans  le  seg¬ 
ment  intergenique  non  transcrit,  puis  elle  fabrique 
une  longue  molecule  qui  est  progressivement 
recouverte  de  proteines,  dont  on  verra  les  fonctions 
plus  loin.  Tous  les  commentaires  faits  au  sujet  des 
ARNm,  sur  les  observations  en  microscopie  elec- 
tronique,  sont  valables  ici  aussi.  Le  transcrit  pri- 
maire  a  un  coefficient  de  sedimentation  voisin  de 
45  S  ;  des  experiences  de  type  pulse-chase  ont  per- 
mis  de  comprendre  comment  s'effectue  la  matura¬ 
tion  de  cette  molecule.  Celle-ci  est  successivement 
decoupee  en  morceaux  dont  seuls  subsistent  trois 
ARNr  retrouves  dans  les  ribosomes  cytoplasmiques 
(28  S,  18  S,  5,8  S).  Le  decoupage  se  fait  en  plusieurs 
etapes  ordonnees  qui  font  apparaitre  des  ARN  de 
longueurs  diverses  :  ce  sont  les  intermediaires  de 
maturation,  dont  les  tailles  ont  ete  donnees  dans  la 
figure  8.17.  L'ensemble  de  ces  molecules  constitue, 
en  fait,  la  population  des  ARN  nucleolaires  dont 
on  a  parle  plus  haut ;  comme  le  nombre  des  especes 


differentes  est  relativement  limite,  on  obtient  une 
bonne  resolution  des  pics  dans  les  electrophoreses 
ou  les  centrifugations. 

Contrairement  a  ce  qui  se  passe  pour  les  ARNm, 
l'excision  n'est  jamais  suivie  ici  de  raboutage  des 
morceaux  separes  ;  les  phenomenes  en  jeu  sont 
beaucoup  plus  simples  :  il  s'agit  soit  de  degrada¬ 
tion  complete  de  certains  segments  « inutiles  »,  soit 
de  degradations  partielles  terminales,  en  5'  P  ou 
en  3'  OH,  pour  donner  la  taille  definitive  des  mole¬ 
cules.  Les  trois  especes  moleculaires  interessantes 
sont  ainsi  produites  dans  des  proportions  equimo- 
leculaires  (1,1,1),  qui  sont  celles  trouvees  dans  les 
ribosomes.  Ceci  constitue  une  fagon  simple  de 
reguler  la  transcription  d'une  population  de  mole¬ 
cules,  a  la  maniere  d'un  operon  bacterien. 


6.3  Couplage  de  la  maturation  des  ARNr 
et  de  I'elaboration  des  sous-unites 
ribosomiques.  Les  preribosomes 


La  synthese  et  la  maturation  des  ARNr  ne  sont 
pas  independantes  de  la  fabrication  des  sous-uni¬ 
tes  ribosomiques  elles-memes  ;  ces  processus  sont 
en  fait  hautement  integres  et  se  deroulent  au  sein 
du  nucleole.  A  mesure  que  le  transcrit  primaire  est 
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Figure  8.25 

Transcription  et  maturation  des  ARNr 

Un  grand  precurseur  (ARNr  45  S)  est  fabrique  sur  chaque  unite  de  repetition  ;  celui-ci  est  ensuite  decoupe  en  seg¬ 
ments  successifs  (41  S,  32  S  et  20  S)  faisant  l'objet  de  digestions  terminates  en  3'  ou  en  5'  (les  segments  perdus  sont 
nommes  espaceurs).  Les  ARNr  18  S,  5,8  S  et  28  S  sont  les  produits  finaux  de  la  maturation,  qui  se  deroule  au  sein  des 
preribosomes. 


elabore,  des  proteines  (importees  du  cytoplasme) 
viennent  se  fixer  dessus  et  contribuent  a  le  com- 
pacter  et  a  raccourcir  sa  longueur  apparente  ; 
celles-ci  sont  de  nature  double  :  1)  les  proteines 
ribosomiques  de  structure,  c'est-a-dire  celles  trou- 
vees  dans  les  ribosomes  eux-memes,  et  2)  des  pro¬ 
teines  intervenant  directement  dans  les  processus 
de  maturation.  Ce  sont  ces  dernieres  qui  clivent 
l'ARN  de  fa  con  precise  et  raccourcissent  les  mole¬ 
cules  obtenues  pour  donner  les  transcrits  28  S, 
18  S,  5,8  S  (certaines  d'entre  elles  sont  associees  a 
des  petits  ARN  de  type  snRNA). 

On  considere  qu'au  total,  une  centaine  de  pro¬ 
teines  differentes  pourraient  s'associer  a  l'ARNr, 
au  sein  du  nucleole.  L'enorme  particule  ainsi 
constitute,  plus  grosse  qu'un  ribosome,  s'appelle 
un  preribosome  ;  c'est  a  l'interieur  de  celle-ci  que 
se  realisent  en  meme  temps  la  maturation  de 
l'ARN  precurseur  45  S,  la  mise  en  place  et  la  segre¬ 
gation  des  composants  des  deux  sous-unites  ribo¬ 
somiques  (voir  figure  8.26).  II  faut  enfin  signaler 
qu'un  ARN  supplementaire,  non  code  dans  l'unite 
de  transcription  venant  d'etre  etudiee,  doit  prendre 


sa  place  dans  le  preribosome  :  il  s'agit  de  l'ARNr 
5  S,  inclus  dans  la  grosse  sous-unite.  Ce  petit  ARN 
est  code  a  un  tout  autre  endroit  du  genome,  au 
niveau  de  genes  repetes  en  plusieurs  milliers 
d'exemplaires.  Tous  ces  evenements  demandent 
un  certain  temps,  et  on  considere  qu'il  faut  pres 
d'une  heure  pour  que  les  sous-unites  soient  com- 
pletement  terminees  ;  c'est  seulement  a  ce  moment 
la  qu'elles  peuvent  quitter  le  nucleole,  lieu  de  leur 
elaboration,  et  enfin  sortir  du  noyau. 


6.4  Rapports  structure-fonction 
au  sein  du  nucleole 


L'ultrastructure  du  nucleole  a  ete  decrite  au 
debut  de  ce  chapitre  ;  son  organisation  complexe 
est  assez  facilement  mise  en  rapport  avec  les  phe- 
nomenes  moleculaires  qu'on  vient  de  presenter  : 

-  le  centre  fibrillaire  est  constitue  de  chromatine 
diffuse  non  transcrite,  appartenant  a  l'organisa- 
teur  nucleolaire  ou  a  des  regions  voisines ; 
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Figure  8.26 

Stapes  de  la  fabrication  d'un  ribosome  a  partir  du  precurseur  ARNr  45  S 


on 


pre  -  ribosomes 

sous  unites  ribosomiques 

terminees 

Diverses  proteines  enzymatiques  ou  de  structure  se  fixent  a  1'ARN  et  participent  a  sa  maturation  (decoupage  et  diges¬ 
tion  en  3'  ou  en  5')  et  a  son  assemblage.  Les  complexes  enzymatiques  sont  progressivement  exclus  des  sous-unites 
ribosomiques  au  cours  de  leur  elaboration,  et  sont  recycles  pour  fabriquer  d'autres  ribosomes.  Parmi  la  centaine  de 
proteines  constituant  les  preribosomes,  plus  de  80  sont  en  fait  des  proteines  ribosomiques  (voir  figure  4.14). 


-  la  zone  fibrillaire  dense  est  constituee  d'ADN 
activement  transcrit  (sous  forme  de  longues 
boucles  appartenant  eventuellement  aux  organi- 
sateurs  nucleolaires  de  differents  chromosomes), 
ainsi  que  des  molecules  d'ARNr  naissantes, 
encore  peu  recouvertes  de  proteines  et  peu  com- 
pactees  ;  elle  correspond  aux  nombreux  arbres 
de  Noel  decrits  plus  haut ; 

-  la  zone  granulaire  est  constituee  de  preribo¬ 
somes  en  cours  de  maturation,  ainsi  que  de  sous- 
unites  ribosomiques  terminees  et  pretes  a  etre 
exportees  vers  le  cytoplasme. 


Les  noyaux  contiennent  en  general  un  ou  deux 
nucleoles,  rarement  plus.  Cette  observation  pose 
un  probleme  car,  dans  toute  cellule  diploide,  il 
existe  au  minimum  deux  organisateurs  nucleo¬ 
laires  (un  par  chromosome  homologue)  et  le  plus 
souvent,  bien  plus  (mais  toujours  un  nombre 
pair)  :  chez  l'Homme,  qui  possede  cinq  organisa¬ 
teurs  dans  son  genome  haploide,  on  devrait  obser¬ 
ver  dix  nucleoles  par  noyau.  En  fait,  il  existe  un 
phenomene  de  rapprochement  des  organisateurs 
nucleolaires  et  de  fusion  des  differents  nucleoles 
en  un  seul,  de  grande  taille  et  de  structure  com- 
pacte  ;  l'origine  de  ce  fait  n'est  pas  connue. 
Compte  tenu  de  ce  qui  vient  d'etre  dit  sur  le  role 
du  nucleole,  il  n'est  pas  etonnant  d'observer  des 


variations  importantes  de  son  organisation  et  de 
son  volume,  selon  le  degre  de  l'activite  cellulaire. 
En  ce  qui  concerne  les  variations  de  volume,  le 
composant  granulaire  est  le  plus  sensible  car  la 
transcription  proprement  dite  peut,  dans  une  cer- 
taine  mesure,  etre  decouplee  de  l'elaboration  des 
particules.  La  disparition  complete  du  nucleole  au 
debut  de  la  mitose  est  expliquee  par  la  condensa¬ 
tion,  et  done  l'inactivation,  de  la  chromatine  des 
organisateurs  nucleolaires. 


7.  ELEMENTS  DE  CONTROLE 
DE  L'EXPRESSION  DES  GENES 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 


Le  principe  et  certains  mecanismes  respon- 
sables  du  controle  de  l'expression  des  genes  ont 
ete  decrits  dans  le  chapitre  4,  en  prenant  comme 
exemple  les  Procaryotes,  pour  lesquels  les  choses 
sont  simples.  Chez  les  Eucaryotes,  celles-ci  sont 
bien  plus  compliquees  en  raison,  d'une  part,  de  la 
taille  considerable  de  leurs  genomes  et,  d'autre 
part,  de  la  differentiation  cellulaire  accompagnant 
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la  pluricellularite,  et  qui  est  la  regie  pour  la  plu- 
part  d'entre  eux.  A  cote  d'un  controle  a  court  terme 
et  reversible  de  l'activite  de  certains  genes,  sem- 
blable  a  celui  deja  decrit  chez  les  Bacteries,  il  existe 
chez  les  Eucaryotes  pluricellulaires  des  meca- 
nismes  d'activation  et  de  repression  geniques 
stables,  qui  doivent  permettre  de  comprendre 
l'origine  des  differents  types  cellulaires  specialises 
au  cours  du  developpement  embryonnaire. 

7.1  Expression  differentielle  du  genome 
dans  les  cellules  des  organismes 
complexes 


7.1.1.  Notions  de  determination 

ET  DE  DIFFERENCIATION  A  L'ECHELLE 

MOLECULAIRE  ET  CELLULAIRE 

Les  caracteristiques  morphologiques,  biochi- 
miques  et  fonctionnelles  des  cellules  differenciees 
dependent  entierement  des  proteines  qui  les  consti¬ 
tuent.  Le  genome  humain,  par  exemple,  code 
potentiellement  environ  5.104  chaines  polypepti- 
diques,  mais  on  admet  que  de  nombreuses  cellules 
specialisees  n'en  fabriquent,  a  un  moment  donne, 
que  5  a  10  000  differentes.  Parmi  celles-ci,  il  faut 
distinguer  :  1)  les  proteines  rencontrees  dans  tous 
les  types  cellulaires,  en  general  des  enzymes  du 
metabolisme  energetique  ou  intermediate  de 
base  :  glycolyse,  cycle  de  Krebs,  synthese  des  acides 
amines...  (enzymes  de  menage,  ou  domestiques), 
ou  bien  des  proteines  entrant  dans  la  constitution 
de  structures  universelles  (ribosomes,  cytosque- 
lette,  membranes...),  et  2)  les  proteines  speciali¬ 
sees,  souvent  en  nombre  limite  et  parfois  tres 
abondantes,  caracteristiques  d'une  differenciation 
donnee  (proteines  dites  tissu-specifiques  :  l'hemo- 
globine  des  hematies,  par  exemple).  Les  divers 
aspects  de  ce  phenotype,  appele  differenciation 
terminale,  seront  analyses  dans  le  chapitre  13. 

L'apparition  des  differentes  categories  de  cel¬ 
lules  au  cours  du  developpement  embryonnaire, 
alors  que  seules  des  mitoses  assurent  leur  prolife¬ 
ration,  implique  un  premier  type  d'evenement, 
appele  determination  ;  il  s'agit  d'un  engagement 
progressif  du  materiel  genetique  de  certaines 
lignees  cellulaires  dans  le  sens  d'une  specialisation 
physiologique  donnee,  sans  que  celle-ci  se  mani- 
feste  encore.  L'activation  de  genes  specifiques  et  la 
repression  d'un  grand  nombre  d'autres,  selon  des 


modalites  propres  a  chacun  des  types  de  cellules, 
conduit  a  une  expression  differentielle  du  genome. 
Nous  decrirons  brievement  plus  loin  quelques 
mecanismes  de  controle  de  l'expression  des  genes 
chez  les  Eucaryotes  ;  de  fa^on  generale,  il  s'agit 
d'un  processus  d'une  grande  complexite,  et  qui 
commence  a  peine  a  etre  compris. 

7.1.2.  Constance  du  contenu  genetique 

DE  TOUS  LES  NOYAUX 

Les  differences  existant  entre  les  diverses  cel¬ 
lules  d'un  organisme  superieur  sont  parfois  telle- 
ment  importantes  qu'il  etait  admis,  jusqu'a  la  fin 
du  siecle  dernier,  que  la  specialisation  cellulaire 
etait  liee  a  la  perte  de  tous  les  «  determinants  gene- 
tiques»  non  necessaires  a  la  realisation  des  fonc- 
tions  physiologiques  particulieres  assurees  par  les 
cellules.  Depuis  les  annees  50,  de  nombreuses 
experiences  ont  montre  que  cette  idee  d'une  modi¬ 
fication  irreversible  de  la  nature  et  de  la  quantite 
du  materiel  genetique  etait  erronee  (aux  excep¬ 
tions  pres  que  nous  verrons  plus  loin). 

•  Des  mesures  biochimiques  de  plus  en  plus 
fines  ont  permis  d'etablir  que  la  quantite  d'ADN 
est  constante  dans  tous  les  noyaux  des  cellules 
somatiques  de  l'organisme,  quel  que  soit  leur  degre 
de  differenciation  (a  l'exclusion  des  cas  de  poly- 
ploidie,  tres  frequents  chez  les  Vegetaux).  Ces 
donnees  sont  confirmees  par  la  cytologie  et  l'ana- 
lyse  fine  des  chromosomes,  dont  les  profils  de 
bandes  sont  identiques  dans  toutes  les  cellules. 

•  Des  experiences  de  transplantations  nucleaires 
chez  les  Amphibiens  (voir  encart  suivant)  ou  de 
regeneration  de  plantes  entieres  a  partir  de  cellules 
deja  specialisees  (voir  chapitre  13)  demontrent 
l'equivalence  genetique  et  la  totipotentialite  des 
noyaux  de  cellules  differenciees. 

•  Les  donnees  de  la  biologie  moleculaire,  avec 
les  resultats  concernant  le  clonage  et  le  sequencage 
des  genes,  ainsi  que  l'utilisation  de  sondes  nuclei- 
ques  appliquees  a  divers  types  cellulaires,  etablis- 
sent  de  fa  con  definitive  l'identite  des  sequences 
des  molecules  d'ADN  contenues  dans  leurs 
noyaux. 

Il  faut  souligner  que  ces  travaux  mettent  uni- 
quement  en  evidence  la  totipotentialite  des  noyaux 
des  cellules  animales,  a  la  difference  de  ce  qui  est 
obtenu  chez  les  Vegetaux,  ou  la  totipotentialite  des 
cellules  elles-memes,  a  travers  la  regeneration  de 
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Encart  historique 

Les  transplantations  nucleaires 
chez  les  Amphibiens 

Le  principe  de  ces  experiences  celebres,  menees 
par  Briggs  et  King  (1957),  puis  Gurdon  (1962), 
consiste  a  substituer  au  noyau  totipotent  de 
l'oeuf,  des  noyaux  issus  de  cellules  plus  ou 
moins  differenciees,  et  de  tester  ainsi  les  capaci¬ 
ties  informatives  de  ces  derniers  en  suivant  le 
devenir  de  ces  cellules-chimeres.  Des  noyaux 
purifies  sont  injectes,  a  l'aide  d'une  micropi¬ 
pette  de  verre,  a  des  oeufs  non  fecondes  qui  ont 
ete  auparavant  enuclees  par  irradiation  aux 
rayons  UV.  Lorsque  ces  noyaux  sont  issus  de 
blastulas  ou  de  gastrulas  jeunes,  on  obtient  des 
individus  adultes  et  normalement  constitues  ;  la 
totipotence  est  ici  demontree  sans  aucune  ambi- 
guite.  Ces  experiences  constituent  en  fait  les 
premieres  operations  de  clonage  chez  des 
Vertebres  (les  noyaux  provenant  d'un  meme 
individu  au  depart). 

Lorsqu'on  utilise  des  noyaux  issus  de  cellules 
somatiques  d'individus  adultes,  on  constate 
qu'ils  peuvent  conduire  a  l'obtention  de  larves 
plus  ou  moins  avancees,  et  avec  des  frequences 
d'autant  plus  faibles  que  les  cellules  de  depart 
sont  plus  agees  et  tres  differenciees.  Si  l'on  part, 
par  exemple,  de  cellules  de  type  intestinal  ou  de 
keratinocytes  en  culture,  on  obtient  des  tetards 
bien  conformes,  capables  de  nager  et  avec  des 
tissus  normaux,  mais  jamais  d'adultes.  Malgre 
cette  reserve,  et  le  fait  que  ces  experiences  n'ont 
pu  etre  conduites  que  sur  un  petit  nombre 
d'especes  favorables,  la  reponse  semble  nean- 
moins  claire  en  ce  qui  concerne  la  conservation 
de  l'integralite  du  genome  au  cours  de  la  diffe- 
renciation  cellulaire. 


plantes  entieres,  est  couramment  demontree  ;  cette 
observation  sera  discutee  dans  le  chapitre  13. 

7.1.3.  Role  du  cytoplasme  dans  le  controle 

DES  ACTIVITES  NUCLEAIRES 

Des  experiences  deja  anciennes  de  transplanta¬ 
tion  nucleaire  chez  les  Amphibiens  ont  montre  que 
le  cytoplasme  a  un  role  important  a  jouer  dans  le 
maintien  des  activites  propres  au  noyau  et  qu'il 
exerce  ainsi  un  controle  en  retour  pouvant  rendre 
compte  de  la  stability  d'un  etat  differencie  donne. 


Les  noyaux  de  cerveau  de  grenouille  adulte  ont 
une  chromatine  tres  condensee,  fabriquent  peu 
d'ARN  et  ne  repliquent  pas  leur  ADN.  Lorsqu'ils 
sont  purifies  et  injectes  dans  divers  types  de  cel¬ 
lules  de  type  ovocyte  ou  oeuf,  on  obtient  les  resul- 
tats  suivants.  Si  la  cellule  receveuse  est  un  : 

-  gros  ovocyte  en  croissance,  qui  ne  synthetise  pas 
d'ADN  mais  fabrique  en  abondance  des  ARNr, 
les  noyaux  injectes  grossissent,  leur  chromatine 
se  decondense,  des  nucleoles  apparaissent  et  une 
abondante  synthese  d'ARN  est  detectable  par 
autoradiographie,  apres  quelques  heures  ; 

-  gros  ovocyte  en  train  de  subir  la  meiose,  ne  fabri- 
quant  ni  ARN  ni  ADN,  mais  montrant  des  chro¬ 
mosomes  condenses,  les  noyaux  injectes  donnent 
naissance  a  des  chromosomes  qui  se  placent  sur 
des  fuseaux  de  division  typiques  ;  il  n'y  a  ni  syn¬ 
these  d'ADN  ni  d'ARN ; 

-  oeuf  pondu  non  feconde,  qui  s'apprete  a  repli- 
quer  son  ADN,  les  noyaux  injectes  grossissent  et 
synthetisent  de  l'ADN  mais  pas  d'ARN  ;  les 
nucleoles  n'apparaissent  pas. 

Ces  experiences  demontrent  que  divers  fac- 
teurs,  sans  doute  proteiques,  sont  presents  dans  le 
cytoplasme,  et  qu'ils  doivent  pouvoir  entrer  dans 
les  noyaux  pour  moduler  de  fagon  rapide  leur  acti- 
vite.  La  structure  et  le  mode  d'action  de  ces  facteurs 
sont  maintenant  connus,  comme  on  le  verra  plus 
loin. 


7.1.4.  Modulation  de  l' expression  des  genes  : 
l'exemple  type  d'une  hormone  steroide 

11  ne  s'agit  pas  ici  d'etudier  de  fagon  exhaustive 
le  mode  d'action  des  hormones  steroides,  mais  de 
montrer  avec  cet  exemple  quel  a  ete  l'apport  speci- 
fique  de  la  biologie  cellulaire  a  la  resolution  de 
cette  question.  Le  spectre  d'activite  des  bandes  des 
chromosomes  polyteniques  est  susceptible  d'une 
regulation  a  court  terme,  partiellement  reversible, 
qui  est  controlee  par  des  facteurs  physiques  ou 
chimiques.  Chez  la  drosophile,  des  modifications 
specifiques  du  profil  chromosomique  peuvent  etre 
induites,  in  vivo  ou  in  vitro ,  par  une  hormone  ste¬ 
roide  :  l'ecdysone  (l'hormone  de  mue  des  Insectes). 
Son  taux  varie  periodiquement  au  cours  du  deve- 
loppement  larvaire  et  induit  la  transcription  de 
genes  specifiques,  dont  les  produits  sont  neces- 
saires  au  deroulement  de  chaque  stade.  Lors  de  la 
pupaison,  en  particulier,  on  observe  un  tres  bel 
exemple  d'activation  sequentielle  de  puffs. 
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L'injection  d'hormone  a  une  larve,  ou  bien 
l'ajout  de  celle-ci  a  des  glandes  salivaires  disse- 
quees,  in  vitro,  induit  l'apparition  de  6  puffs  carac- 
teristiques  apres  5-10  minutes.  Ces  structures 
atteignent  leur  developpement  maximal  apres 
4  heures,  puis  regressent  spontanement  ;  ce  sont 
les  puffs  precoces.  Apres  un  temps  de  latence 
d'environ  3  heures,  un  autre  groupe  de  120  puffs 
apparait,  selon  une  chronologie  bien  definie  (puffs 
tardifs).  Ces  deux  types  de  puffs  n'ont  pas  le  meme 
comportement  vis-a-vis  de  divers  facteurs  :  dose 
d'hormone,  duree  du  traitement,  presence  d'inhi- 
biteurs  de  la  syn these  proteique...  ;  de  plus,  la 
mise  en  route  des  premiers  est  graduelle  et  rever¬ 
sible  in  vitro,  tandis  que  celle  des  seconds  est  de 
type  «tout  ou  rien»  et  irreversible.  La  conclusion 
de  ces  experiences  est  que  les  puffs  precoces,  apres 
activation  directe  par  l'hormone  (liee  a  un  recep- 
teur,  comme  on  le  verra  plus  loin),  synthetisent 
diverses  proteines,  dont  certaines  induisent  la 
mise  en  route  des  puffs  tardifs,  et  d'autres  inhibent 
enfin  le  fonctionnement  des  premiers. 

Ce  type  de  controle  de  l'expression  de  genes 
s'effectue  en  deux  temps  ;  il  est  enclenche  par  une 
molecule  simple  et  s'accompagne  de  phenomenes 
en  cascade  d'amplification  et  de  complexification 
de  la  reponse,  mettant  en  jeu  des  proteines  regula- 
trices.  Ces  processus  sont  ici  directement  visibles, 
ce  qui  donne  tout  son  interet  a  ce  modele  biolo- 
gique.  Ce  mecanisme  peut  en  fait  servir  de  proto¬ 
type  a  un  grand  nombre  de  reponses  hormonales 
chez  les  Animaux  ou  les  Vegetaux.  II  faut  noter 
que  des  facteurs  tels  que  la  chaleur  (passage  de  25 
a  37°  pendant  30  minutes),  certains  sucres  simples, 
des  vitamines  ou  des  ions  metalliques  ont  des 
effets  semblables  a  celui  de  l'ecdysone  ;  les  causes 
moleculaires  de  ces  differentes  reponses  ne  sont 
pas  toujours  identifiees  et  leur  diversite  temoigne 
de  la  complexite  des  phenomenes  en  jeu. 

7.2  Mecanismes  moleculaires  du  controle 
de  l'expression  des  genes 


7.2.1.  NlVEAUX  DE  CONTROLE 

DE  L'EXPRESSION  DES  GENES 

Le  schema  de  la  figure  8.27  presente  de  fagon 
simplifiee  la  cascade  des  evenements  intervenant 
dans  l'expression  du  genome  chez  les  Eucaryotes  ; 
nous  verrons  que  chaque  etape  de  cette  cascade 
peut  faire  l'objet  d'un  controle  separe.  Mis  a  part 


quelques  rares  exemples  de  modification  du  mate¬ 
riel  genetique,  l'expression  des  genes  est  controlee 
au  niveau  transcriptionnel  ou  traductionnel. 
Comme  chez  les  Procaryotes,  le  mecanisme  le  plus 
important  consiste  a  activer  ou  reprimer  certains 
genes,  soit  de  fapon  reversible  et  transitoire 
(controle  hormonal,  par  exemple),  soit  de  maniere 
definitive  dans  le  cadre  de  la  differentiation  cellu- 
laire.  Nous  verrons  plus  loin  comment  des  pro¬ 
teines  particulieres,  appelees  facteurs  de 
transcription,  capables  de  se  lier  a  de  courtes 
sequences  specifiques  d'ADN  souvent  tres  conser¬ 
ves  au  plan  evolutif,  permettent  cette  regulation. 
II  s'agit  d'un  domaine  d'une  grande  complexite 
car  de  tres  nombreux  facteurs  de  ce  type  existent. 


Figure  8.27 

Cascade  des  evenements  intervenant  dans  l'expression 
des  genes  de  proteines  chez  les  Eucaryotes 
Chacune  des  6  etapes  est  susceptible  de  faire  l'objet  d'un 
controle. 
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dont  les  modes  d'action  sont  differents  les  uns  des 
autres,  et  qui  agissent  le  plus  souvent  en  concerta- 
tion  selon  des  combinaisons  variees. 

II  apparait,  par  exemple,  qu'une  seule  de  ces 
proteines  peut  se  fixer  en  differents  endroits  du 
genome  et  controler  plusieurs  genes  a  la  fois  ;  ceci 
permet  d'expliquer  qu'une  differentiation  donnee 
puisse  correspondre  a  l'activation  coordonnee  de 
tout  un  lot  de  genes  precis.  Par  ailleurs,  on  montre 
qu'un  seul  gene  est  en  general  controle  simultane- 
ment  par  plusieurs  sites  activateurs  ou  inhibiteurs, 
plus  ou  moins  proches,  sur  lesquels  se  fixent 
diverses  proteines  regulatrices.  Une  telle  strategie 
evite  aux  organismes  de  produire  un  facteur  speci- 
fique  pour  chacun  des  milliers  de  genes  actifs  dans 
leurs  cellules  ;  en  effet,  si  un  gene  peut  etre  active 
par  trois  proteines  a,  b  et  c,  un  autre  peut  n'etre 
active  que  par  a  et  b,  et  un  troisieme  par  b  et  c.  La 
combinaison  d'un  nombre  limite  de  proteines 
regulatrices  peut  ainsi  rendre  compte  du  controle 
d'un  tres  grand  nombre  de  genes  independants. 
Chaque  type  de  cellule  contient  ainsi  un  melange 
specifique  de  proteines  regulatrices,  agissant  en 
association  pour  determiner  l'expression  de  diffe¬ 
rents  genes. 


7.2.2.  Elimination,  modification 
ou  amplification  de  genes 


•  Au  cours  du  developpement  de  l'ascaris  et  de 
certains  Insectes,  un  phenomene  tres  rare  d'elimi- 
nation  de  chromosomes  dans  les  cellules  embryon- 
naires  a  ete  mis  en  evidence  ;  celui-ci,  nomme 
diminution  chromatique,  est  en  rapport  direct 
avec  un  type  bien  particulier  de  differentiation. 
Chez  l'ascaris,  le  zygote  possede  deux  (ou  quatre, 
selon  les  especes)  tres  gros  chromosomes  ;  lors  de 
la  premiere  division  de  l'embryon,  seule  une  cel¬ 
lule  conserve  ces  deux  gros  chromosomes  ;  dans 
l'autre  cellule,  les  chromosomes  se  fragmentent  en 
morceaux,  dont  certains  sont  elimines  et  ne  se 
retrouveront  pas  dans  les  noyaux  freres  de  la  divi¬ 
sion  suivante.  Le  phenomene  se  reproduit  au  cours 
des  divisions  suivantes,  de  sorte  que  deux  lignees 
cellulaires  sont  rapidement  etablies  :  l'une  qui 
comporte  les  gros  chromosomes  caracteristiques 
de  l'oeuf,  l'autre  qui  comporte  de  nombreux  petits 
chromosomes.  Des  experiences  de  destruction  de 
blastomeres  demontrent  que  ces  deux  lignees  cor¬ 
respondent  respectivement  a  la  lignee  germinale  et 
a  la  lignee  somatique.  Des  analyses  de  biologie 
moleculaire  ont  prouve  que  le  materiel  chromoso- 


mique  elimine  est  constitue  de  sequences  d'ADN 
hautement  repetees  dont  la  fonction  n'est  pas 
connue,  bien  qu'elles  soient  indispensables  a  l'eta- 
blissement  de  la  lignee  germinale. 

•  La  grande  diversity  des  anticorps  produits 
par  les  differents  clones  de  lymphocytes  est  en 
partie  expliquee  par  le  fait  que  ces  cellules  ne  pos- 
sedent  pas  la  meme  information  genetique  au 
niveau  des  genes  codant  les  immunoglobulines. 
Au  cours  de  leur  differentiation,  il  se  produit  des 
rearrangements  chromosomiques  tres  locaux, 
consistant  dans  la  mise  en  contact  et  la  soudure  de 
segments  repetes  d'ADN  de  differents  types,  por- 
tes  par  un  meme  chromosome,  et  au  depart  eloi- 
gnes  les  uns  des  autres.  Ces  phenomenes  uniques 
de  recombinaison  intrachromosomique,  qui  sont 
d'une  grande  complexity,  ne  peuvent  pas  etre 
detailles  plus  avant. 

•  Un  phenomene  d'amplification  des  genes 
ribosomiques  a  ete  mis  en  evidence  dans  les  ovo¬ 
cytes  d'un  grand  nombre  d'Animaux.  L'exemple 
le  plus  connu  est  celui  du  xenope  (un  Amphibien), 
chez  qui  le  genome  haploide  normal  comprend 
environ  500  copies  identiques  ou  tres  voisines  de 
ces  genes,  disposees  en  un  seul  ensemble  (voir 
plus  haut).  Dans  les  ovocytes  de  cet  organisme,  on 
a  montre  qu'il  existe  en  fait  deux  millions  de  copies 
de  ces  genes.  Cet  accroissement  d'un  facteur  2  000 
par  rapport  aux  cellules  somatiques  est  du  au  fait 
que  ce  type  de  cellules  produit,  au  cours  de  sa  dif¬ 
ferentiation,  des  copies  extrachromosomiques  de 
ces  genes.  Celles-ci  se  presentent  sous  forme  de 
molecules  circulaires  contenant  un  nombre  variable 
de  genes  ;  autour  de  chacune  d'elles  s'organise  un 
petit  nucleole,  comme  c'est  le  cas  habituel,  mais 
independant  de  tout  chromosome  (on  en  compte 
ainsi  1  000-1  500  par  noyau). 

Ce  phenomene  unique  est  mis  en  rapport  avec 
un  besoin  considerable  en  ARNr,  pour  construire 
un  tres  grand  nombre  de  ribosomes,  en  un  temps 
court ;  il  se  produit  pendant  une  phase  d'accroisse- 
ment  cellulaire  intense,  situee  au  debut  de  la 
periode  vitellogenique  typique  de  ces  cellules. 
L'amplification  reste  un  mecanisme  exceptionnel, 
et  en  dehors  de  quelques  exemples  normaux  ou 
pathologiques,  on  montre  que  le  nombre  de  copies 
des  genes  de  proteines  est  le  meme  dans  tous  les 
tissus  d'un  organisme  donne,  qu'il  soient  ou  non 
specialises  dans  la  production  abondante  de  pro¬ 
teines  specifiques.  Ceci  prouve  bien  que  le  controle 
majeur  de  l'expression  des  genes  s'exerce  au 
niveau  transcriptionnel  ou  traductionnel. 
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7.2.3.  Organisation  generale 

DE  LA  CHROMATINE.  ROLE  DES  HISTONES 

Des  experiences  faites  sur  des  noyaux  purifies 
par  fractionnement  cellulaire  montrent  qu'ils 
contiennent  deux  types  de  chromatine,  differant 
vis-a-vis  de  leur  sensibilite  a  Faction  d'une  ADNase 
tres  diluee  mise  dans  le  milieu  d'incubation  ;  10  % 
environ  de  la  chromatine  est  particulierement  sen¬ 
sible  a  la  digestion  par  cette  enzyme.  Lorsqu'on 
analyse  des  tissus  differents,  connus  pour  exprimer 
des  catalogues  de  proteines  distincts,  on  observe 
que  ce  ne  sont  pas  les  memes  regions  du  genome 
qui  sont  preferentiellement  degradees.  L'utilisa- 
tion  de  sondes  d'ADN  correspondant  a  des  genes 
precis  montre  en  effet  que  ce  sont  les  genes  active- 
ment  transcrits  dans  certains  types  cellulaires  qui 
appartiennent  a  ces  regions  sensibles.  De  cette  sen¬ 
sibilite  a  l'ADNase,  liee  a  une  plus  grande  accessi- 
bilite  de  l'ADN,  on  conclut  que  la  chromatine 
contenant  des  genes  actifs  est  localement  dans  un 
etat  deroule,  despiralise,  qui  est  celui  observe  dans 
l'euchromatine.  Les  nucleosomes  seraient  absents 
a  ce  niveau,  ou  y  presenteraient  un  empilement 
tres  lache  ;  ceci  serait  associe  a  des  modifications 
chimiques  reversibles  (acetylation,  par  exemple) 
des  quatre  histones  nucleosomiques,  ou  bien  a  des 
variations  des  histones  HI,  necessaires  au  pontage. 
La  participation  des  proteines  non  histones  dans 
ces  regions  particulieres  a  aussi  ete  demontree. 

Contrairement  a  ce  qui  a  longtemps  ete  cru,  en 
raison  du  fait  que  les  histones  nucleosomiques 
sont  identiques  dans  tous  les  tissus,  les  donnees  les 
plus  recentes  suggerent  que  celles-ci  n'ont  pas  seu- 
lement  un  role  passif  d'empaquetage  de  l'ADN.  II 
semble  qu'elles  jouent  aussi  un  role  clef  dans  la 
regulation  de  l'activite  des  genes,  en  particulier  en 
interagissant  directement  avec  des  facteurs  activa- 
teurs  de  la  transcription  (voir  plus  loin).  On  a 
prouve  que  les  nucleosomes  ne  sont  pas  toujours 
disposes  aleatoirement  le  long  de  l'ADN,  mais  pla¬ 
ces  preferentiellement  en  des  sites  precis  des 
genes.  On  a  de  plus  demontre  in  vitro  qu'il  existe 
des  phenomenes  de  competition  entre  ces  deux 
types  de  proteines,  vis-a-vis  de  l'ADN,  conduisant 
a  une  activation  ou  a  une  repression  de  la  trans¬ 
cription.  Dans  tous  les  cas,  celle-ci  s'effectuant  sur 
un  ADN  restant  organise  en  nucleosomes,  il  faut 
imaginer  que  ces  derniers  subissent  momentane- 
ment  des  modifications  importantes  de  type  ouver- 
ture  en  deux  heminucleosomes,  ou  dissociation 
partielle  ;  l'ADN  doit  en  effet  etre  rendu  accessible 


a  l'ARN  polymerase  et  aux  facteurs  generaux  de 
transcription  qui  lui  sont  associes,  lors  de  sa  pro¬ 
gression  le  long  du  gene. 

7.2.4.  CONTROLE  DU  DEMARRAGE 
DE  LA  TRANSCRIPTION 

Le  mecanisme  de  demarrage  de  la  transcription 
des  genes  de  proteines  chez  les  Eucaryotes 
implique,  outre  FARN  polymerase  II,  l'interven- 
tion  de  deux  types  de  facteurs  proteiques,  qui  font 
evidemment  partie  de  la  categorie  des  proteines 
non  histones  signalees  plus  haut.  Pour  exercer  leur 
action,  ces  facteurs  doivent  s'associer  a  l'ADN  et 
s'assembler  en  complexes  de  grande  taille  au 
niveau  de  regions  regulatrices,  situees  generale- 
ment  en  amont  de  la  zone  a  transcrire. 

•  Des  facteurs  de  transcription,  dits  generaux, 
sont  impliques  dans  le  demarrage  de  ce  processus 
au  niveau  de  tous  les  genes  transcrits  par  FARN 
polymerase  II.  Le  premier  d'entre  eux  a  se  lier  a 
l'ADN  reconnait  la  «boite  TATA»  du  promoteur 
et  il  s'y  fixe  solidement.  D'autres  proteines,  elles- 
memes  constitutes  de  plusieurs  sous-unites,  vien- 
nent  ensuite  s'associer  a  ce  dernier  de  fa^on 
ordonnee  ;  cinq  facteurs  au  moins  de  ce  type  sont 
connus.  C'est  sur  cet  edifice  que  se  fixe  FARN 
polymerase  II,  formant  ainsi  le  complexe  de  pre¬ 
initiation.  La  realisation  de  ce  complexe  est  suffi- 
sante,  pour  un  certain  nombre  de  genes,  pour 
permettre  a  la  polymerase  de  demarrer  la  trans¬ 
cription  du  gene  et  assurer  un  niveau  de  base  de 
production  des  transcrits  (voir  figure  8.28). 

•  Des  facteurs  d'activation  de  la  transcription 

sont  en  outre  indispensables,  soit  pour  assurer  une 
transcription  basale  de  certains  genes,  soit  plus 
generalement,  pour  augmenter  de  fa  con  conside¬ 
rable  le  taux  de  production  des  ARNm.  C'est  cette 
categorie  de  facteurs  qui  est  attendue  dans  le  cas 
de  controles  intervenant  dans  la  modulation  hor- 
monale  ou  dans  la  differenciation  cellulaire.  Il 
s'agit  id  typiquement  d'un  controle  positif,  dont 
le  principe  a  ete  annonce  dans  le  chapitre  4.  Les 
proteines  regulatrices  se  fixent  sur  des  regions  de 
l'ADN  situees  le  plus  souvent  (mais  pas  necessai- 
rement)  en  amont  du  promoteur,  que  l'on  nomme 
elements  amplificateurs,  ou  activateurs  d'expres- 
sion.  Ces  sites  peuvent  etre  localises  a  des  milliers 
ou  des  dizaines  de  milliers  de  paires  de  bases  du 
gene  a  stimuler  proprement  dit.  Les  facteurs  de 
transcription  specifiques  mis  en  jeu  sont  presents 
dans  les  cellules  en  tres  faibles  quantites  ;  ils  pos- 
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complexe  de  preinitiation 


Figure  8.28 

Schema  simplifie  de  la  region  regulatrice  de  I'expression  d'un  gene  de  proteine  eucaryotique  typique 

(a)  La  region  promotrice  proprement  dite,  avec  les  boites  TATA  (seule  representee  ici)  et  CAAT,  est  situee  immediate- 
ment  en  amont  du  point  de  depart  de  la  transcription  ;  elle  est  reconnue  par  les  facteurs  generaux  associes  a  TARN 
polymerase  II.  Les  sequences  regulatrices  d'ADN,  reconnues  par  des  proteines  activatrices  ou  inhibitrices,  figurees  ici 
en  amont  du  gene,  peuvent  aussi  etre  situees  en  aval  de  celui-ci,  ou  meme  dans  des  introns. 

(b)  Mode  d'action  d'une  sequence  activatrice,  grace  a  l'interaction  entre  diverses  proteines  qui  lui  sont  associees  et  le 
complexe  de  preinitiation  fixe  sur  le  promoteur. 


sedent  au  moins  deux  types  de  domaines  car  ils 
agissent  en  se  fixant  d'une  part  au  niveau  de  ces 
sequences  et,  d'autre  part,  au  complexe  de  preini¬ 
tiation  decrit  plus  haut,  qui  se  trouve  alors  forte- 
ment  active.  Ceci  implique  evidemment  la  realisa¬ 
tion  de  longues  boucles  entre  les  deux  regions  de 
la  molecule  d'ADN  ainsi  concernee.  Certaines  pro¬ 
teines  regulatrices  agissent  cependant  en  inhibant 
la  transcription,  lorsqu'elles  sont  fixees  sur  leurs 
sequences  specifiques  (controle  negatif).  L'effet 
global  d'un  ensemble  regulateur  (promoteur  et 
amplificateur)  depend  de  l'interaction  complexe  de 
nombreuses  proteines,  la  plupart  ayant  une  action 
activatrice  et  certaines  une  action  inhibitrice. 


L'etude  de  la  structure  precise  d'un  grand 
nombre  de  facteurs  de  transcription  montre  que 
Ton  peut  les  classer  en  plusieurs  categories,  selon 
la  nature  de  leur  motif  d'interaction  specifique 
avec  l'ADN.  La  description  de  ces  differents 
motifs,  nommes  de  fagon  imagee  :  «  doigts  a  zinc  », 
«helice-boucle-helice»,  «fermeture  eclair  a 
leucine »,  etc.  (on  en  connait  au  moins  cinq  diffe¬ 


rents),  depasse  le  cadre  de  cet  ouvrage.  Ce  domaine 
est  en  plein  developpement  et  Ton  a  identifie, 
depuis  une  vingtaine  d'annees,  plusieurs  centaines 
de  ces  facteurs  de  regulation  de  l'activite  des 
genes.  On  sait,  par  exemple,  que  la  determination 
des  cellules  des  somites,  chez  les  embryons  de 
Vertebres,  en  myoblastes,  puis  leur  fusion  et  leur 
differenciation  en  cellules  musculaires  strides,  est 
sous  le  controle  de  trois  genes  agissant  successive- 
ment,  qui  codent  autant  de  facteurs  de  transcrip¬ 
tion.  De  meme,  l'etude  du  developpement  precoce 
de  la  drosophile  montre  que  de  tels  facteurs  jouent 
un  role  capital  dans  la  determination  des  polarites 
anteroposterieure  et  dorsoventrale  de  l'embryon, 
ainsi  que  dans  l'identite  des  segments. 

Alors  que  Ton  commence  a  peine  a  dechiffrer 
les  principes  des  mecanismes  de  regulation  de 
genes  individuels,  on  se  rend  compte  qu'ils  met- 
tent  en  jeu  une  profusion  de  molecules  regulatrices 
interagissant  au  sein  de  reseaux  d'une  grande  com¬ 
plexity  La  connaissance  de  tous  les  genes  d'un 
organisme  complexe  ne  suffit  pas  pour  decrire  la 
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fa  con  dont  il  se  construit  au  cours  de  l'embryoge- 
nese  precoce  :  plus  que  les  produits  des  genes,  ce 
qu'il  est  important  d'identifier,  c'est  la  maniere 
dont  ils  interagissent  !  Avec  la  decouverte  d'un 
nombre  croissant  de  facteurs  de  regulation,  des 
outils  se  mettent  cependant  en  place,  qui  permet- 
tront  sans  doute  de  repondre  aux  questions  posees 
par  la  biologie  du  developpement,  discipline  qui 
connait  actuellement  un  essor  considerable. 

7.2.5.  Mecanismes  post-transcriptionnels 

DE  CONTROLE 

Si  le  controle  de  l'initiation  de  la  transcription 
est  la  forme  majeure  de  regulation  des  genes,  on 
connait  de  nombreux  autres  mecanismes  agissant 
plus  en  aval  et  permettant  de  moduler  la  produc¬ 
tion  ultime  des  proteines  ;  il  n'est  pas  possible, 
dans  le  cadre  de  cet  ouvrage,  de  les  decrire  tous  et 
seuls  deux  d'entre  eux  seront  developpes. 

•  Controle  de  la  maturation  des  transcrits  ;  il 

s'exerce  a  travers  l'epissage  alternatif,  qui  a  ete 
introduit  plus  haut.  On  connait  un  nombre  crois¬ 
sant  d'exemples  de  genes  eucaryotiques  produi- 
sant,  de  fagon  controlee,  de  multiples  proteines 
grace  a  ce  mecanisme.  Il  s'agit  bien  d'un  processus 
intervenant  dans  la  differentiation  cellulaire,  car 
les  molecules  obtenues  sont  en  general  peu  diffe- 
rentes  les  unes  des  autres.  Bien  que  presentant  de 
legeres  modifications  de  structure,  elles  gardent  en 
effet  des  fonctions  voisines.  Ces  isoformes  consti¬ 
tuent,  soit  des  adaptations  a  des  besoins  tissulaires 
specifiques  (localisation  cellulaire,  durees  de  vie 
differentes,  etc.),  soit  un  moyen  d'elargir  le  champ 
des  interactions  avec  d'autres  proteines  cellulaires. 

On  trouve  des  exemples  dans  les  domaines  du 
cytosquelette,  des  matrices  extracellulaires,  des 
recepteurs  et  des  transporteurs  membranaires,  qui 
presentent  une  extraordinaire  diversity  chez  les 
organismes  superieurs.  Chez  le  rat,  on  montre  par 
exemple  que  la  tropomyosine  est  legerement  diffe- 
rente  selon  qu'on  s'adresse  aux  muscles  lisses  ou 
stries,  aux  fibroblastes,  aux  myoblastes  ou  aux  cel¬ 
lules  nerveuses  ;  l'epissage  alternatif  est  respon- 
sable  de  ce  phenomene.  De  meme,  la  fibronectine 
fabriquee  par  les  fibroblastes  reste  dans  la  matrice 
extracellulaire,  alors  que  celle  fabriquee  par  le  foie 
est  secretee  dans  le  plasma  ;  or,  la  premiere  resulte 
de  la  traduction  d'un  ARNm  possedant  deux  exons 
de  plus  que  celui  fabrique  par  les  hepatocytes,  le 
gene  etant  ici  aussi  unique.  Dans  un  petit  nombre 
de  cas,  cependant,  l'epissage  alternatif  est  utilise 


pour  produire  des  polypeptides  ayant  des  proprie- 
tes  tres  differentes  selon  les  tissus  ;  on  peut  titer 
l'exemple  d'un  meme  gene  qui  est  a  l'origine  de 
deux  hormones  distinctes,  l'une  dans  la  thyroi'de  : 
la  calcitonine,  et  l'autre  dans  le  systeme  nerveux  : 
le  peptide  CGRP. 

En  constituant  une  source  potentielle  de  diver- 
site  proteique,  ce  mecanisme  apporte  aux  cellules 
eucaryotiques  une  grande  souplesse  genetique.  Ce 
phenomene  conduit  enfin  a  elargir  la  definition 
moleculaire  classique  du  gene,  selon  laquelle  celui- 
ci  code  un  ARN  unique,  soit  de  structure  (ARNr, 
ARNt),  soit  messager  (produisant  alors  une  seule 
chaine  polypeptidique). 

•  Controle  de  l'utilisation  et  de  la  stabilite  des 
ARNm.  La  duree  de  vie  des  ARNm  eucaryotiques 
varie  en  general  de  quelques  minutes  a  plusieurs 
dizaines  d'heures  ;  les  plus  instables  d'entre  eux 
codent  le  plus  souvent  des  proteines  regulatrices 
ou  des  hormones,  dont  le  role  dans,  ou  hors  de  la 
cellule,  doit  etre  limite  dans  le  temps.  Des  expe¬ 
riences  de  genie  genetique  demontrent  que  ces  dif¬ 
ferences  importantes  de  stabilite  sont  liees  a  la 
presence,  dans  la  region  3'  OH  non  traduite  des 
ARNm  instables,  de  sequences  particulieres  riches 
en  U  et  A,  qui  induisent  la  perte  de  la  queue  de 
poly-A  et  entrainent  de  ce  fait  leur  degradation 
rapide  (les  causes  exactes  restant  inconnues). 

Deux  types  de  mecanismes,  agissant  directe- 
ment  sur  les  ARNm,  conduisent  a  une  modulation 
de  leur  traduction  ;  ils  mettent  en  jeu  les  regions 
non  traduites  situees  a  leurs  extremites  5'  P  et 
3'  OH.  Il  existe  en  particulier  une  possibility  de 
fixation  de  proteines  specifiques  au  niveau  de 
structures  en  double  helice  (tige-boucle)  de 
30  nucleotides  environ,  situees  dans  la  region  3'  de 
certains  ARNm.  Cette  fixation  inhibe  le  fonction- 
nement  normal  des  sequences  d'instabilite  signa- 
lees  plus  haut  et  augmente  ainsi  la  duree  de  vie  des 
ARNm,  entrainant  une  augmentation  de  la  syn- 
these  des  proteines  correspondantes.  Il  existe  ega- 
lement  un  controle  negatif,  exerce  par  des  proteines 
de  type  represseur  de  la  traduction,  qui  agissent 
en  se  fixant  au  niveau  de  structures  equivalentes, 
mais  rencontrees  a  l'extremite  5'  de  la  molecule. 
La  mise  en  place  du  ribosome  se  trouve,  de  ce  fait, 
inhibee  et  la  synthese  proteique  ne  peut  demarrer. 

Parmi  les  exemples  d'ARNm  a  duree  de  vie 
exceptionnellement  longue,  il  faut  signaler  ceux 
presents  dans  les  ovocytes  et  les  oeufs  non  fecon- 
des  de  nombreux  Animaux.  Ces  ARNm  sont  stoc- 
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kes,  sans  etre  traduits,  pendant  des  mois  jusqu'au 
moment  de  la  fecondation  ;  leur  existence  est 
demontree  par  le  fait  qu'ils  peuvent  etre  traduits 
de  fa^on  artificielle,  dans  des  systemes  in  vitro, 
apres  purification.  On  a  montre  qu'ils  sont  prote¬ 
ges  de  la  degradation  et  rendus  inactifs  par  une 
association  etroite  avec  des  proteines  inhibitrices 
de  la  traduction.  La  traduction  de  ces  ARNm  dits 
maternels,  debute  brutalement  quelques  minutes 
apres  la  fecondation  et  se  poursuit  pendant  plu- 


sieurs  heures.  Ils  constituent  une  information 
maternelle  dont  herite  l'embryon,  et  les  premieres 
proteines  que  celui-ci  synthetise  ne  sont  pas 
codees  par  son  genome  propre.  Ceci  est  coherent 
avec  le  fait  que  les  premieres  etapes  du  developpe- 
ment  embryonnaire  (segmentation)  consistent 
dans  des  divisions  souvent  extremement  rapides, 
au  cours  desquelles  seule  la  replication  de  l'ADN 
est  assuree,  la  transcription  ne  pouvant  etre  reali- 
see  dans  le  meme  temps. 
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Perspective  biomedicale 


Les  therapies  geniques 


La  therapie  genique  est  une  nouvelle  methode  de 
traitement  de  pathologies  graves  (hereditaires  ou 
pas),  le  plus  souvent  incurables,  liees  a  des  dysfonc- 
tionnements  des  genes.  Le  principe  consiste  a  intro- 
duire  dans  les  cellules  affectees  un  gene  etranger 
(transgene)  permettant  de  restaurer  la  fonction 
defaillante.  Concues  initialement  comme  le  moyen 
unique  de  guerir  les  maladies  genetiques  (en  gene¬ 
ral  monogeniques),  les  technologies  de  transfert  des 
genes  trouvent  actuellement  des  applications  dans 
le  traitement  des  cancers,  des  maladies  cardiovascu- 
laires  ou  neurodegeneratives  et  de  certaines  mala¬ 
dies  infectieuses  :  virus,  paludisme,  SIDA. 

Seule  la  therapie  genique  somatique,  qui  exclut  la 
transformation  des  cellules  sexuelles,  est  envisa- 
geable  chez  l'Homme  (chez  l'animal,  en  revanche, 
la  transgenese  et  la  realisation  d'OGM  sont  deve- 
nues  tres  courantes).  Les  principales  etapes  de  cette 
technologie  sont  les  suivantes  :  1)  clonage  du  gene 
d'interet  par  les  methodes  de  la  biologie  molecu- 
laire,  2)  integration  de  ce  gene  dans  une  molecule 
d'ADN  (ou  « construction  genetique  »)  susceptible 
de  fonctionner  durablement  dans  une  cellule  (apres 
insertion  ou  pas  dans  son  genome),  3)  introduction 
dans  un  vecteur  transportant  l'ADN  dans  les  cel¬ 
lules  affectees. 

On  parle  de  therapie  ex  vivo  lorsqu'on  preleve  des 
cellules  malades  du  patient  pour  les  transformer  in 
vitro  et  les  guerir,  puis  les  reintroduire  dans  l'orga- 
nisme.  II  s'agit  en  fait  d'une  autogreffe,  qui  ne  pose 
pas  de  probleme  de  rejet.  Seuls  quelques  types  cel- 
lulaires  capables  de  se  diviser  en  culture  sont 
concernes  par  cette  therapie  :  cellules  souches  me- 
dullaires,  lymphocytes,  myoblastes,  hepatocytes  ou 
fibroblastes.  La  therapie  in  vivo  consiste  a  apporter 
le  gene  therapeutique,  via  un  vecteur,  a  tout  l'orga- 
nisme,  en  esperant  que  les  cellules  malades  seront 
atteintes.  L'inconvenient  de  cette  strategie  est  que 
l'on  ne  controle  pas  toujours  l'efficacite  du  transfert 
du  gene  dans  les  cellules  cibles.  Ce  cas  s'applique 
lorsque  les  organes  atteints  ne  peuvent  pas  etre  pre- 
leves  (cerveau,  poumons),  ou  lorsque  des  organes 


ou  des  types  cellulaires  varies  sont  touches.  Dans  la 
therapie  in  situ,  les  vecteurs  sont  mis  en  contact 
direct  avec  les  tissus  malades,  comme  la  trachee 
(mucoviscidose),  les  muscles  (dystrophie  muscu- 
laire)  ou  les  tumeurs. 

Quelle  que  soit  la  strategie  utilisee,  le  probleme  ma- 
jeur  est  celui  du  vecteur  apportant  le  gene.  Les  vec¬ 
teurs  les  plus  utilises  sont  des  virus,  qui  ont 
naturellement  developpe  des  mecanismes  tres  effi- 
caces  pour  reconnaitre  leurs  cellules  cibles,  y  intro- 
duire  leur  information  genetique  et  s'y  exprimer. 
Trois  types  de  virus  ont  ete  etudies  :  les  retrovirus, 
les  adenovirus  et  le  virus  de  l'herpes.  Ces  virus  sont 
rendus  inoffensifs  par  la  suppression  de  l'essentiel 
de  leur  materiel  genetique  (virus  defectifs),  qui  est 
remplace  par  la  construction  incluant  le  gene  cura- 
teur  et  les  signaux  d'expression  appropries. 

En  raison  de  diverses  difficultes,  liees  a  la  biologie 
des  virus  (les  retrovirus  n'infectent  que  des  cellules 
qui  se  divisent,  par  exemple),  ou  a  des  problemes 
de  securite  dans  leur  production,  des  vecteurs  syn- 
thetiques  tels  que  des  liposomes  ou  des  complexes 
transfectants  ont  ete  developpes.  Ces  demiers  sont 
le  plus  souvent  des  polymeres  cationiques  qui  con- 
densent  et  protegent  l'ADN,  et  sont  aisement  absor- 
bes  par  les  cellules  (grace  a  l'endocytose).  Le  ciblage 
de  ces  particules  vers  les  cellules  malades  s'effectue 
par  greffage  de  molecules  telles  que  :  sucres,  pep¬ 
tides,  hormones,  qui  sont  reconnues  par  des  recep- 
teurs  cellulaires  specifiques.  Un  probleme  crucial 
reste  celui  de  l'expression  durable  du  transgene 
dans  les  cellules,  ainsi  que  la  possibilite  de  reguler 
son  expression. 

Pres  de  70  %  des  essais  cliniques  actuels  concer¬ 
ned  les  cancers,  qui  peuvent  etre  traites  au  moyen 
de  l'introduction  de  genes  dits  « anti-oncogenes ». 
On  sait  en  effet  que  la  moitie  des  cancers  sont  dus  a 
la  mutation  de  tels  genes  (par  ex.,  P53).  II  est  egale- 
ment  possible  de  renforcer  genetiquement  les 
defenses  immunitaires  contre  les  cellules  anor- 
males,  ou  de  les  sensibiliser  a  des  drogues  qui  les 
tueront. 
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Resume 


Le  materiel  genetique  des  Eucaryotes  est  pour 
l'essentiel  represente  par  la  chromatine,  localisee 
au  sein  du  noyau  ;  celle-ci  est  separee  du  cyto- 
plasme  par  l'enveloppe  nucleaire,  percee  de  pores, 
qui  est  le  lieu  d'un  intense  trafic  entre  les  deux 
compartiments.  L'element  de  base  de  la  chroma- 
tine  est  le  nucleosome,  assemblage  compact  d'his- 
tones  et  d'ADN,  permettant  l'empaquetage  des 
longues  molecules  de  ce  dernier  au  sein  de  plu- 
sieurs  niveaux  de  structure  superposes. 

Les  experiences  montrant  que  le  noyau  controle 
toutes  les  activites  cellulaires  sont  anciennes  et 
multiples  :  merotomie,  enucleation  et  greffes 
nucleaires.  L'activite  biochimique  de  cet  organite 
consiste  dans  la  synthese,  a  partir  de  l'ADN,  de 
molecules  d'ARN  dont  une  partie  est  exportee 
vers  le  cytoplasme,  ou  elles  interviennent  dans  la 
fabrication  des  proteines.  Les  chromosomes 
geants,  polyteniques  ou  en  ecouvillon,  ont  permis 
de  visualiser  directement  tous  les  mecanismes 
moleculaires  qui  se  deroulent  habituellement  au 
sein  du  noyau,  mais  dans  un  contexte  beaucoup 
plus  difficile  a  analyser.  Les  puffs  et  les  boucles  eta- 
lees  de  ces  chromosomes  originaux  sont  le  lieu 
d'une  transcription  intense,  qui  se  manifeste  sous 
la  forme  de  grands  complexes  moleculaires  au  sein 
desquels  les  transcrits  sont  recouverts  de  nom- 
breuses  proteines. 

II  existe  des  differences  importantes  de  nature  et  de 
fonction  entre  les  ARN  rencontres  dans  le  noyau  et 
ceux  presents  dans  le  cytoplasme  ;  ces  derniers 
sont  des  formes  fonctionnelles  stables,  toutes  asso- 
ciees  a  la  synthese  des  proteines,  et  intervenant 
soit  dans  la  machinerie  de  synthese  (ARNr  et  t), 
soit  dans  le  codage  des  proteines  (ARNm).  Les 


ARN  nucleaires  sont  en  grande  majorite  des  mole¬ 
cules  naissantes  ou  en  train  de  subir  de  multiples 
evenements  de  maturation  ;  ce  sont  des  molecules 
en  general  de  masse  moleculaire  elevee  (precur- 
seurs),  de  taille  heterogene  et  de  duree  de  vie  tres 
courte.  La  maturation  des  ARN  pre-messagers, 
transcrits  par  l'ARN  polymerase  II,  implique  des 
modifications  terminales  de  ces  derniers,  mais 
aussi  l'excision  de  longs  segments  (introns)  inter- 
cales  entre  les  zones  codantes  (exons)  qui  servent  a 
specifier  les  proteines.  Une  machinerie  specifique, 
d'une  grande  complexity  et  d'une  grande  preci¬ 
sion,  est  mise  en  oeuvre  pour  cette  operation. 

Les  nucleoles  sont  le  lieu  de  la  transcription  des 
ARNr  ;  elle  se  realise  sur  des  genes  repetes,  qui 
constituent  les  organisateurs  nucleolaires.  La 
maturation  des  precurseurs  des  ARNr  (polymeri¬ 
ses  par  l'ARN  polymerase  I)  s'y  effectue  en  meme 
temps  que  les  sous-unites  ribosomiques  s'assem- 
blent,  en  utilisant  diverses  proteines  importees,  a 
fonction  enzymatique  ou  structurale. 

L'expression  des  genes  est  controlee  aussi  bien 
au  niveau  transcriptionnel  que  traductionnel  ; 
quelques  rares  cas  de  modifications  du  nombre  de 
genes  sont  cependant  connus.  Cette  regulation 
transitoire  ou  definitive  (dans  le  cadre  de  la  diffe¬ 
rentiation)  chez  les  Eucaryotes,  implique  le  plus 
souvent  des  mecanismes  d'activation  des  genes, 
qui  necessitent  des  proteines  capables  de  se  lier 
aux  promoteurs.  L'identification  de  sequences  spe- 
cifiques  d'ADN,  amplificatrices  ou  inhibitrices, 
localisees  dans  toutes  les  regions  du  genome,  per- 
met  de  comprendre  une  partie  de  l'ensemble  du 
reseau  d'interactions  infiniment  complexe  qui  pre¬ 
side  a  la  regulation  de  ce  dernier. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  d  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  les  differents  elements  constituant  l'ultrastructure  du  noyau. 

2.  Representer  l'organisation  precise  d'lm  complexe  de  pore  nucleaire  et  decrire  brievement  son  role 
physiologique. 

3.  Rappeler  l'organisation  moleculaire  des  nucleosomes. 

4.  Comment  se  presentent  cytologiquement  1'euchromatine  et  l'heterochromatine,  et  comment  sont- 
elles  organisees  au  plan  moleculaire  ? 

5.  Quelles  sont  les  caracteristiques  biochimiques  et  moleculaires  des  histones  nucleosomiques  et  inter- 
nucleosomiques  ? 

6.  Quelles  experiences  anciennes  ont  permis  de  demontrer  l'importance  du  noyau  dans  la  vie  des  cel¬ 
lules  ? 

7.  Comment  montre-t-on  que  le  noyau  est  le  lieu  d'une  importante  synthese  d'ARN  qui  est  ensuite 
exporte  vers  le  cytoplasme  ? 

8.  Qu'appelle-t-on  chromosomes  polyteniques  ?  quelle  est  leur  origine  ? 

9.  Quelle  est  l'activite  caracteristique  des  puffs  ?  comment  la  met-on  en  evidence  ? 

10.  Rappeler  l'organisation  des  chromosomes  en  ecouvillon. 

11.  En  quoi  les  chromosomes  geants  ont-ils  ete  tres  utiles  pour  analyser  les  mecanismes  de  l'expression 
des  genes  chez  les  Eucaryotes  ? 

12.  Quelles  sont  les  differences  biochimiques  majeures  existant  entre  les  ARN  nucleaires  et  les  ARN 
cytoplasmiques  ? 

13.  Combien  existe-t-il  d'ARN  polymerases  distinctes  chez  les  Eucaryotes  ?  quelles  sont  leurs  particula- 
rites  fonctionnelles  ? 

14.  Quels  sont  les  signaux  qui,  le  long  de  l'ADN,  interviennent  dans  les  processus  de  demurrage  et  de 
terminaison  de  la  transcription  chez  les  Eucaryotes  ? 

15.  Quel  est  l'apport  de  la  microscopie  electronique  dans  la  comprehension  des  processus  moleculaires 
de  la  transcription  ? 

16.  Decrire  les  principaux  evenements  intervenant  lors  de  la  maturation  des  transcrits  primaires  des 
ARNm. 

17.  Qu'appelle-t-on  organisateur  nucleolaire  ?  quelle  est  sa  caracteristique  structurale  majeure  ? 

18.  Quelles  sont  les  particularites  de  la  maturation  des  ARN  preribosomiques  ? 

19.  Decrire  les  differentes  etapes  de  la  fabrication  des  sous-unites  ribosomiques  au  sein  des  nucleoles. 

20.  Qu'appelle-t-on  determination  ?  en  quoi  est-elle  differente  de  la  notion  de  differenciation  termi¬ 
nate  ? 

21.  Rappeler  les  differents  niveaux  possibles  de  controle  de  l'expression  des  genes. 

22.  Quels  principaux  types  de  facteurs  de  transcription  connait-on  ?  quelle  est  leur  specificite  d'action  ? 

23.  Citer  quelques  mecanismes  de  controle  post-transcriptionnel  de  l'expression  des  genes. 

24.  Qu'appelle-t-on  «epissage  alternatif»  ?  Rappeler  brievement  son  principe  et  presenter  ses  conse¬ 
quences  physiologiques  sur  la  synthese  des  proteines. 
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Chapitre  9 


SYNTHESE  ET  ROUTAGE 
DES  PROTEINES 
CHEZ  LES  EUCARYOTES. 
BIOGENESE  DES  ORGANITES 


Les  chapitres  qui  precedent  demontrent  que  la 
plupart  des  activites  cellulaires,  qu'elles  soient 
metaboliques  ou  relatives  a  l'expression  des  genes, 
convergent  vers  une  fonction  centrale  :  la  synthese 
des  proteines.  Ces  macromolecules  constituent  en 
effet  l'ensemble  des  structures  cellulaires,  et  sont  a 
la  base  de  tous  les  phenomenes  vitaux.  Sous  cet 
angle  on  peut  distinguer,  de  fagon  schematique 
mais  pratique,  deux  categories  de  cellules  au  sein 
du  monde  vivant :  1)  celles  qui  se  divisent  regulie- 
rement,  et  dont  l'activite  essentielle  semble  etre  la 
proliferation,  et  2)  celles  qui  ne  se  divisent  plus 
mais  qui  sont  amenees,  au  sein  d'organismes  plu- 
ricellulaires,  a  accomplir  des  fonctions  specialises 
et  durables  (voir  chapitre  14). 

Les  premieres  vivent  de  fa  con  generate  a  l'etat 
isole,  comme  les  etres  unicellulaires  (Protistes)  ou 
les  cellules  en  culture  par  exemple,  mais  elles  peu- 
vent  aussi  appartenir  a  des  organismes  en  crois- 
sance  ;  chez  les  individus  adultes,  il  faut  rappeler 
l'existence  des  cellules-souches,  a  multiplication 
indefinie.  Au  cours  de  leur  cycle  cellulaire  (voir 
chapitre  13),  elles  doivent  multiplier  par  deux  leur 
volume  et  le  nombre  (ou  la  surface)  de  leurs  orga- 
nites  de  sorte  que  les  deux  cellules-filles  qui  en 
derivent  par  division  heritent  d'un  assortiment 
normal  de  tous  leurs  constituants  caracteristiques. 
Le  probleme  majeur  pose  a  ces  cellules  est  done 
celui  de  la  constante  biogenese  de  nouveaux  orga- 
nites,  dont  on  verra  a  cette  occasion  qu'ils  se 
«reproduisent  a  l'identique»  de  manieres  tres 
diverses. 


Les  cellules  differenciees  des  organismes  pluri- 
cellulaires,  qui  ne  se  divisent  plus  (ou  bien  tres 
lentement),  n'ont  pas  ces  problemes  d'augmenta- 


tion  rapide  de  leur  masse  mais  elles  doivent  nean- 
moins  assurer  le  renouvellement  permanent  de 
leurs  molecules  et  de  leurs  structures  vieillissantes. 
Parmi  ces  cellules  specialisees,  nombreuses  sont 
celles  qui  fabriquent  en  outre  des  proteines  qui  ne 
sont  pas  destinees  a  leur  propre  organisation,  mais 
sont  secretees,  e'est-a-dire  emises  a  l'exterieur  du 
cytoplasme  ;  nous  en  verrons  divers  exemples  plus 
loin.  II  s'agit  done  ici  davantage  d'un  probleme  de 
maintien  des  compartiments  et  de  leur  identite  au 
cours  du  temps,  que  de  croissance  nette  au  cours 
de  la  vie  de  la  cellule.  Dans  tous  les  cas,  les  cellules 
doivent  cependant  fabriquer  a  tout  instant  une 
panoplie  tres  etendue  de  proteines. 


1.  PROBLEMATIQUE  : 

LE  CONCEPT  DE  ROUTAGE 


1.1.  Consequences  de  la  compartimentation 
et  de  la  polarite  cellulaire 


Chez  la  plupart  des  Bacteries,  le  nombre  de 
compartiments  ou  de  territoires  distincts  identi- 
fiables  est  tres  limite  :  le  hyaloplasme,  la  membrane 
cytoplasmique,  les  appendices  externes  lies  a  celle- 
ci  et  enfin  la  paroi.  Les  Bacteries  les  plus  complexes 
peuvent  contenir  en  outre  des  systemes  vesiculaires 
(thylakoides)  ainsi  qu'une  membrane  externe  et  un 
espace  periplasmique.  Les  3  a  4  000  proteines  qui 
constituent  ces  structures  sont  synthetisees  au 
niveau  de  ribosomes  localises  en  deux  endroits 
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seulement  de  la  cellule  :  le  hyaloplasme  et  la  face 
interne  de  la  membrane  plasmique  ;  les  premiers, 
libres,  elaborent  les  proteines  destinees  a  fonction- 
ner  sur  place,  tandis  que  les  seconds,  lies,  condui- 
sent  a  la  synthese  de  proteines  restant  incluses 
dans  la  bicouche  ou  a  celle  de  proteines  secretees  a 
l'exterieur  de  la  cellule  (ou  dans  l'espace  periplas- 
mique).  Les  mecanismes  moleculaires  mis  en 
ceuvre,  dans  ce  dernier  cas,  sont  semblables  a  ceux 
qui  seront  decrits  chez  les  Eucaryotes.  Aucun 
mecanisme  de  distribution  elabore  et  aucune  voie 
de  circulation  de  grande  ampleur  ne  semblent 
done  necessaires  chez  les  Bacteries  pour  rendre 
compte  de  leur  construction. 

En  revanche,  les  cellules  eucaryotiques  font 
l'objet  d'une  compartimentation  poussee,  caracte- 
ristique  qui  les  differencie  fondamentalement  des 
Procaryotes  (voir  chapitre  2).  Les  divers  organites 
qui  les  constituent  sont  tous  formes  de  proteines, 
et  tous  sont  limites  par  au  moins  une  membrane. 
Certains  d'entre  eux  sont  d'une  grande  complexite 
structural,  equivalente  a  celle  d'une  Bacterie  ;  il 
s'agit  en  particulier  des  organites  dits  semi-auto- 
nomes  :  mitochondries  et  chloroplastes,  qui  pre¬ 
sented  plusieurs  compartiments  internes.  Si  l'on 
fait  simplement  le  compte  du  nombre  total  des 
types  de  membranes  et  des  cavites  identifiables 
contenues  dans  une  cellule  eucaryotique  banale, 
qui  represented  autant  de  lieux  de  destination 
distincts  pour  les  proteines,  on  prend  la  mesure  du 
probleme  majeur  que  pose  son  edification. 

Comment  une  proteine  quelconque,  parmi  les 
milliers  d'especes  fabriquees  a  tout  instant  dans  la 
cellule,  peut-elle  reconnaitre  specifiquement  sa 
destination,  souvent  unique,  parmi  plusieurs 
dizaines  ?  Comment,  puisqu'un  nombre  tres  limite 
de  compartiments  est  capable  de  les  fabriquer,  ces 
proteines  peuvent-elles  aussi  atteindre  leur  but, 
apres  avoir  eventuellement  franchi  plusieurs 
membranes  ?  Lorsqu'on  envisage  des  cellules  dif- 
ferenciees,  generalement  polarisees,  les  choses 
sont  encore  plus  compliquees  dans  la  mesure  ou, 
par  exemple,  leur  simple  membrane  plasmique  est 
susceptible  de  presenter  localement  differents  ter- 
ritoires  specialises  :  bordure  en  brosse  munie  de 
microvillosites  absorbantes  chez  l'enterocyte,  face 
apicale  secretrice  de  la  cellule  exocrine  pancrea- 
tique,  terminaison  synaptique  du  neurone...  11  est 
inconcevable,  sans  des  mecanismes  d'une  grande 
precision,  que  puissent  se  maintenir,  au  cours  des 
phenomenes  de  renouvellement  et  de  croissance, 
les  edifices  supramoleculaires  et  les  structures  qui 


sont  a  la  base  de  toutes  les  activites  cellulaires.  Ces 
mecanismes,  gros  consommateurs  d'energie,  ne 
sont  pas  encore  completement  elucides. 

II  s'agit  done  de  savoir  :  1)  ou  sont  fabriquees 
les  proteines  dans  la  cellule,  et  2)  comment  elles 
sont  dirigees  vers  chaque  compartiment.  Les  ques¬ 
tions  posees  sont  identiques  a  celles  rencontrees,  a 
l'echelle  humaine,  lors  de  l'acheminement  du 
courrier  ou  des  marchandises.  Ce  sont  des  pro- 
blemes  de  logistique  :  comment  une  lettre  arrive-t- 
elle  a  destination  ?  quels  trajets  un  produit  suit-il 
depuis  son  lieu  de  fabrication  jusqu'au  presentoir 
du  magasin  ?  et  quels  moyens  sont  utilises  pour 
cela  ?  En  resume,  la  connaissance  de  la  circulation 
des  proteines  implique  que  soient  identifies  leurs 
lieux  de  synthese,  leurs  mecanismes  de  transport 
et  les  mecanismes  de  signalisation  mis  en  jeu.  Par 
analogie,  on  parle  de  routage,  d'aiguillage  ou 
d'adressage,  pour  designer  l'ensemble  de  ces  pro¬ 
cessus  se  deroulant  au  sein  des  cellules. 


1.2  Lieux  de  synthese  proteique 
chez  les  Eucaryotes 


Comme  on  l'a  vu  dans  les  chapitres  4  et  8,  les 
cellules  eucaryotiques  possedent  jusqu'a  trois 
types  de  genomes  differents  :  nucleaire,  mitochon¬ 
drial  et  chloroplastique  ;  a  ces  genomes  correspon¬ 
dent  trois  types  de  ribosomes  specifiques  et  trois 
lieux  de  synthese  des  proteines.  Le  hyaloplasme 
est  le  lieu  de  l'expression  des  genes  nucleaires, 
tandis  que  les  organites  semi-autonomes  expri- 
ment  en  leur  sein  meme  leur  information  gene- 
tique  propre.  Nous  avons  deja  souligne  le  fait  que 
cette  derniere  est  incapable,  en  raison  de  sa  petite 
taille,  de  coder  la  totalite  des  proteines  entrant 
dans  la  constitution  de  ces  organites  ;  les  genes 
correspondants  sont  done  portes  par  les  chromo¬ 
somes  nucleaires.  La  question  de  l'aiguillage  d'un 
grand  nombre  de  proteines  exogenes  vers  les 
mitochondries  et  les  plastes  est  done  clairement 
posee  ;  a  l'inverse,  nous  verrons  que  les  rares  pro- 
duits  codes  par  les  genomes  de  ces  organites  sont 
seulement  destines  a  la  construction  de  ces  der- 
niers,  ce  qui  simplifie  beaucoup  leur  adressage. 
Compte  tenu  de  ce  qui  a  ete  dit  plus  haut  sur  la 
diversite  des  cibles  potentielles  dans  la  cellule,  le 
vrai  probleme  du  routage  concerne  done  unique- 
ment  des  produits  de  genes  nucleaires. 
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1.3,  Differents  modes  de  transfert  des 

proteines  d'un  compartiment  a  un  autre 


1.3.1.  Passage  A  travers  des  pores 

Les  membranes  biologiques  sont  parfois  per- 
cees  de  canaux  ou  de  pores  laissant  passer  libre- 
ment  des  molecules  dont  la  taille  peut  atteindre 
plusieurs  centaines  ou  milliers  de  daltons.  Des 
exemples  de  structures  assurant  une  communica¬ 
tion  intercellulaire,  aussi  bien  chez  les  cellules  ani- 
males  (jonctions  communicantes)  que  chez  les 
cellules  vegetales  (plasmodesmes),  seront  donnes 
dans  le  chapitre  14.  Au  sein  meme  de  la  cellule, 
seuls  deux  organites  possedent  des  dispositifs  de 
ce  type  :  1)  les  mitochondries,  dont  la  membrane 
externe  est  percee  de  pores  organises  grace  a  une 
proteine  nommee  porine,  dont  la  taille  est  cepen- 
dant  insuffisante  pour  laisser  passer  de  gros  poly¬ 
peptides  (voir  chapitre  10),  2)  les  noyaux,  dont 
nous  avons  deja  vu  que  l'enveloppe  est  munie  de 
complexes  des  pores  de  grande  taille,  qui  assurent 
de  nombreux  echanges  nucleocytoplasmiques. 

1.3.2.  Franchissement  direct  de  membranes 

Les  bicouches  phospholipidiques  sont  imper- 
meables  a  toute  grosse  molecule  polaire,  comme  le 
sont  les  proteines  solubles  du  hyaloplasme  (voir 
chapitre  4).  De  nombreux  cas  de  franchissement 
direct  de  membranes  par  de  telles  molecules  exis¬ 
tent  pourtant  au  niveau  de  differents  organites.  Ce 
phenomene  complexe  implique  la  presence  de 
proteines  intrinseques,  preexistant  dans  la  mem¬ 
brane,  et  specialisees  dans  la  translocation  de  poly¬ 
peptides  partiellement  deroules.  La  specificite  du 
transport  est  assuree  par  des  recepteurs  membra- 
naires  qui  reconnaissent  des  signaux  particuliers 
portes  par  les  molecules  a  transporter  ;  apres  les 
avoir  reconnues  et  fixees,  ces  recepteurs  les 
confient  au  systeme  charge  de  les  transferer.  Deux 
families  de  signaux  existent,  correspondant  a  deux 
grands  modes  de  transport  ;  le  premier  se  realise 
sur  des  molecules  en  cours  d'elongation  et  il  est 
qualifie  de  cotraductionnel,  le  second  concerne 
des  proteines  deja  terminees,  et  il  est  qualifie  de 
post-traductionnel. 


1.3.3.  Mise  en  jeu  de  vesicules 


Le  transport  de  matiere  d'un  systeme  membra- 
naire  a  un  autre  au  moyen  de  vesicules  implique 


deux  processus  deja  decrits,  a  savoir  le  bourgeon- 
nement  et  la  fusion  de  membranes  (voir  cha¬ 
pitre  6).  Dans  ce  cas,  le  transport  concerne  a  la  fois 
le  contenu  et  le  contenant,  c'est-a-dire  la  cargaison 
(petites  molecules  ou  macromolecules),  et  la  mem¬ 
brane  limitante.  Lorsqu'ils  sont  unidirectionnels, 
les  echanges  entre  compartiments  conduisent  alors 
a  des  consequences  previsibles,  telles  que  :  dimi¬ 
nution  de  la  surface  du  donneur  et  augmentation 
de  celle  du  receveur,  modification  de  la  nature  de 
leurs  constituants  membranaires  (melange  des 
bicouches)...  Outre  la  question  de  la  conservation 
de  l'identite  des  compartiments,  ce  mode  de  trans¬ 
fert  pose  divers  problemes  :  choix  des  molecules  a 
transporter,  ciblage  des  vesicules  vers  un  compar¬ 
timent  receveur  precis,  recyclage  eventuel  de  cer¬ 
tains  constituants  membranaires  «precieux»... 
Nous  verrons  qu'ici  aussi,  c'est  toujours  le  couple 
« signal  de  surface/recepteur»  qui  est  a  l'oeuvre  et 
que  les  interactions  entre  proteines  sont  a  la  base 
de  tout  au  sein  de  la  cellule. 


1.4.  Principales  methodes  experimental 
mises  en  oeuvre  dans  I'analyse  du  routage 


Avant  de  decrire  les  diverses  routes  suivies  par 
les  proteines,  il  est  utile  de  rappeler  brievement  les 
principales  techniques  ayant  conduit  a  leur  identi¬ 
fication  et  a  la  comprehension  des  mecanismes  cel- 
lulaires  et  moleculaires  qui  les  determinent  (voir 
chapitre  3).  Les  experiences  de  pulse-chase,  asso- 
ciees  a  l'autoradiographie,  permettent  de  visuali- 
ser  les  lieux  de  synthese  et  les  trajets  suivis  par  des 
molecules  ayant  incorpore  un  precurseur  radioac- 
tif.  Les  methodes  du  fractionnement  cellulaire, 
combinees  aux  techniques  analytiques  de  la  bio- 
chimie  (chromatographie,  electrophorese),  com- 
pletent  l'etude  precedente  en  precisant  la  nature 
des  composes  en  jeu  et  la  sequence  de  leurs  trans¬ 
formations  au  cours  du  temps.  L'immunocytoch- 
imie  autorise  la  detection  in  situ,  a  l'echelle  des 
ultrastructures,  de  molecules  proteiques  indivi- 
duelles  et  le  genie  genetique,  depuis  peu,  permet 
de  construire  des  proteines  chimeres  grace  aux- 
quelles  on  peut  tester  l'influence  sur  la  reconnais¬ 
sance  ou  le  transport  de  tel  ou  tel  segment  d'une 
chaine  polypeptidique.  Une  des  dernieres  avan- 
cees  remarquables  dans  ce  domaine  est  la  mise  au 
point  des  techniques  utilisant  la  GFP  (voir  cha¬ 
pitre  3),  qui  permettent  de  suivre,  en  temps  reel 
dans  des  cellules  vivantes,  les  deplacements  des 
proteines. 


9.  Synthese  et  routage  des  proteines  chez  les  eucaryotes.  biogenEse  des  organites  247 


2.  ROLE  DU  RETICULUM 
ENDOPLASMIQUE 
DANS  LA  SYNTHESE 
DES  PROTEINES  SECRETEES 


La  plupart  des  cellules  sont  capables  de  secreter 
des  composes  de  haut  poids  moleculaire  dans  le 
milieu  exterieur.  En  effet,  une  caracteristique  com¬ 
mune  aux  Procaryotes  et  aux  Eucaryotes  est  l'ela- 
boration  d'une  matrice  extracellulaire  mixte, 
enveloppe  faite  de  polysaccharides  et  de  proteines, 
dont  la  fonction  a  sans  doute  ete  initialement  de 
proteger  les  cellules.  La  diversity  des  roles  actuels 
joues  par  cette  structure,  chez  les  organismes  plu- 
ricellulaires,  est  traitee  dans  le  chapitre  13.  Chez 
les  Animaux,  les  proteines  secretees  assurent  de 
nombreuses  autres  fonctions,  qui  seront  rappelees 
plus  loin.  Plusieurs  compartiments  specialises  sont 
impliques  dans  ce  processus  de  secretion,  dont  le 
premier  est  le  reticulum  endoplasmique. 

2.1  Organisation  et  ultrastructure 
du  reticulum  rugueux 
et  du  reticulum  lisse 


2.1.1.  MlSE  EN  EVIDENCE 

ET  ORGANISATION  GENERALE 

Des  1897,  G.  Garnier  mettait  en  evidence  dans 
le  cytoplasme  perinucleaire  des  cellules  pancrea- 
tiques  exocrines,  qui  secretent  des  sues  digestifs, 
des  structures  feuilletees  fixant  de  fa  con  intense  la 
pyronine  (un  colorant  basique)  (voir  figure  9.1).  Ce 
territoire  a  ete  appele  ergastoplasme  pour  evoquer 
l'idee  qu'il  s'observait  particulierement  bien  dans 
des  cellules  actives,  «au  travail ».  II  est  en  effet 
d'autant  plus  volumineux  dans  les  cellules  pan- 
creatiques  qu'on  s'adresse  a  des  animaux  abon- 
damment  nourris.  Cette  activite  se  reconnait  bien 
en  histologie  photonique  grace  a  l'importance  en 
nombre  et  en  taille  des  vesicules  de  secretion 
situees  a  l'apex  de  la  cellule,  e'est-a-dire  la  face  de 
la  cellule  tournee  vers  la  lumiere  de  la  glande. 

Le  caractere  universel  de  ces  structures  chez  les 
Eucaryotes  a  seulement  ete  reconnu  apres  l'avene- 
ment  de  la  microscopie  electronique  (K.  Porter, 
1950).  Avec  cette  technique,  on  observe  un  abon- 
dant  systeme  membranaire  limitant  des  cavites 
aplaties  et  souvent  superposees  (appelees  nappes), 
ou  bien  formant  des  canaux  contournes  au  sein  du 


ergastoplasme 

Figure  9.1 

Aspect  de  I'ergastoplasme 


dans  les  cellules  pancreatiques  de  cobaye 
Cet  organite  apparait  en  coupe  sous  la  forme  de  rubans 
concentriques  disposes  autour  du  noyau. 

Observation  en  microscopie  photonique  (methode  de 
Brachet). 

hyaloplasme.  Cet  ensemble  polymorphe  de  cavites 
(ou  citernes)  plus  ou  moins  dilatees,  limitees  par 
une  seule  membrane  de  5  a  6  nm  d'epaisseur,  et 
qui  emplit  toute  la  cellule,  est  maintenent  appele 
reticulum  endoplasmique.  Caracteristique  des 
cellules  eucaryotiques,  il  peut  representer  a  lui 
seul  50  a  60  %  de  la  surface  des  membranes  cellu- 
laires  totales.  Bien  que  de  geometrie  complexe  dans 
l'espace,  ce  compartiment  est  considere  comme 
forme  d'un  seul  sac  ferme,  dont  la  lumiere  repre¬ 
sente  jusqu'a  10  %  du  volume  cellulaire. 

L'examen  detaille  de  ce  reseau  conduit  a  distin- 
guer  deux  types  de  structures. 

•  Un  reticulum  dont  la  surface  externe  est  tapis- 
see  de  granules  opaques  aux  electrons  de  20  nm  de 
diametre,  qu'on  retrouve  d'ailleurs  a  l'etat  libre 
dans  le  hyaloplasme  :  il  s'agit  des  ribosomes,  dont 
il  a  deja  ete  question  dans  les  chapitres  4  et  8,  au 
sujet  de  la  synthese  proteique.  Les  ribosomes  asso- 
cies  aux  nappes  de  reticulum  sont  dits  « lies »,  et  on 
appelle  actuellement  ce  composant  du  reticulum 
endoplasmique  le  reticulum  rugueux  (RR)  ou  gra- 
nulaire  (voir  figure  9.2).  Les  ribosomes,  qui 
contiennent  des  ARN,  conferent  a  ce  compartiment 
un  caractere  acide  responsable  de  la  fixation  des 
colorants  basiques,  en  histologie  classique  ;  e'est 
done  ce  composant  que  Garnier  avait  decrit  et 
nomme  ergastoplasme.  A  fort  grossissement,  on 
observe  que  les  ribosomes  sont  accroches  par  leur 
grosse  sous-unite  a  la  membrane  ;  dans  le  cas  de 
coupes  tangentielles  aux  nappes,  on  constate  que 
les  ribosomes  lies  sont  souvent  associes  en  poly- 
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Aspect  du  reticulum  endoplasmique  rugueux 


(a)  Coupe  de  cellule  hepatique  de  cobaye  observee  en 
microscopie  electronique.  (b)  Les  nappes  jointives  de 
reticulum  montrent  de  nombreux  ribosomes  accoles  a  la 
face  externe  de  leur  membrane  limitante. 

Grossissements  x  24  000  et  x  60  000.  (Cliches  J.  Andre, 
Labo  BC4,  Orsay). 


somes  de  forme  arquee  ou  spiralee.  Les  cellules 
pancreatiques  contiennent  un  abondant  RR  se  pre- 
sentant  sous  formes  de  nappes  serrees  et  concen- 
triques,  disposees  tout  autour  du  noyau. 

•  Un  reticulum  dont  la  surface  externe  est  lisse, 
et  qui  se  presente  en  general  sous  forme  d'un 
reseau  de  canaux  ou  de  tubules  contournes  et  ana¬ 
stomoses  ;  c'est  le  reticulum  lisse  (RL)  ou  agranu- 
laire  (voir  figure  9.3).  De  fapon  habituelle,  ce 
composant  du  reticulum  est  beaucoup  moins 
abondant  que  le  precedent  (voir  le  tableau  5.1). 

Le  RR  est  en  rapport  direct  avec  le  noyau  de  la 
cellule  car  la  membrane  externe  de  ce  dernier  est 
localement  en  continuite  avec  lui  et  porte  parfois 
des  ribosomes  typiques  ;  les  cavites  de  ces  deux 
systemes  communiquent  done  entre  elles.  De 


Coupe  de  cellule  steroidogene  de  testicule  de  rat  obser¬ 
vee  en  microscopie  electronique.  Noter  l'aspect  tubulaire 
de  cet  organite. 

Grossissement  x  23  000.  (Cliche  Labo  BG,  Orsay). 


meme,  et  bien  qu'elles  soient  segregees  dans  diffe- 
rentes  regions  de  la  cellule,  les  deux  composantes 
du  reticulum  sont  physiquement  en  continuite  ;  il 
est  important  de  noter  ceci  pour  bien  comprendre 
leur  fonctionnement  complementaire,  base  sur  la 
fluidite  de  la  bicouche  phospholipidique  qui  per- 
met  des  echanges  de  lipides  et  de  proteines  entre 
ces  deux  regions.  Nous  verrons  plus  loin  que  le  RR 
entre  aussi  en  relation  avec  l'appareil  de  Golgi, 
mais  il  s'agit  de  rapports  fonctionnels  indirects, 
par  l'intermediaire  de  nombreuses  vesicules,  dites 
vesicules  de  transition.  Celles-ci  bourgeonnent  a 
partir  de  saccules  particuliers  du  RR  ;  elles  sont 
recouvertes  d'un  feutrage  forme  de  proteines  spe- 
cifiques,  differentes  de  la  clathrine  (voir  chapitre  6). 

2.1.2.  Diversite  des  situations  cellulaires 

Suivant  les  types  cellulaires,  les  proportions  des 
deux  types  de  reticulum  sont  tres  variables.  Le  RR 
est,  par  exemple,  environ  60  fois  plus  abondant 
que  le  RL  dans  les  cellules  pancreatiques  ;  c'est  le 
cas  aussi,  a  un  degre  moindre,  pour  les  lympho¬ 
cytes  et  les  fibroblastes.  Or,  ces  trois  types  de  cel¬ 
lules  ont  en  commun  de  synthetiser  et  de  secreter 
en  abondance  des  proteines  :  respectivement,  des 
enzymes  digestives,  des  anticorps  ou  des  proteines 
de  matrice  extracellulaire  (collagene,  elastine,  etc.). 
En  revanche,  dans  les  hepatocytes,  le  RL  est  un 
peu  plus  abondant  que  le  RR,  et  dans  les  cellules 
endocrines  steroidogenes  (secretrices  d'hormones 
steroides),  le  reticulum  endoplasmique  existe 
essentiellement  sous  la  forme  RL  ;  ces  cellules  sont 
connues  pour  etre  specialises  dans  la  synthese 
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des  lipides  et/ou  le  metabolisme  du  cholesterol. 
Nous  verrons  plus  tard  que  ces  exemples  nous 
eclairent  sur  les  fonctions  biochimiques  majeures 
assurees  par  les  deux  composantes  du  reticulum. 

Les  cellules  musculaires  striees  sont  caracteri- 
sees  par  un  important  reseau  de  tubes  lisses  inter- 
cales  entre  les  myofibrilles.  Ce  type  de  reticulum 
lisse,  appele  reticulum  sarcoplasmique,  a  une 
fonction  tres  differente  de  celui  des  cellules 
banales  ou  des  cellules  specialisees  precedentes  :  il 
fonctionne  comme  reservoir  d'ions  Ca2+,  connus 
pour  intervenir  dans  la  contraction  musculaire 
(voir  chapitres  6  et  11). 

2.2  Trajet  intracellulaire  des  proteines 
secretees.  Role  du  reticulum  rugueux 
dans  leur  synthese 

Le  milieu  extracellulaire  est  une  des  destina¬ 
tions  possibles  pour  les  proteines  fabriquees  par 
les  cellules  eucaryotiques  ;  chez  les  Animaux, 
nombreuses  sont  celles  qui  se  sont  specialisees 
dans  cette  activite. 

2.2.1.  Les  proteines  secretees  et  leurs  fonctions 

La  diversite  des  fonctions  assurees  par  les  pro¬ 
teines  secretees  ainsi  que  celle  des  types  de  cellules 
secretrices  est  illustree  dans  l'encart  suivant  par 
quelques  exemples  choisis  chez  les  Vertebres. 

Ces  proteines  secretees  ont  des  particularity 
biochimiques  les  distinguant  nettement  de  celles 
qui  restent  confinees  dans  le  hyaloplasme.  Elies 
sont,  d'une  part,  le  plus  souvent  stabilisees  par  des 
ponts  disulfure  et,  d'autre  part,  elles  sont  tres  riches 
en  residus  glucidiques  lies  de  fa  con  covalente  a  la 
chaine  polypeptidique  :  on  parlera  alors  de  glyco- 
proteines  et  de  proteoglycanes.  Ces  modifications 
caracteristiques  sont  liees  au  trajet  intracellulaire 
specifique  qui,  on  le  verra,  les  conduit  du  reticu¬ 
lum  rugueux  jusqu'a  l'exterieur  de  la  cellule,  en 
passant  par  l'appareil  de  Golgi.  Certaines  sont 
secretees  de  fa  con  continue  par  les  cellules  respon- 
sables  (proteines  seriques,  collagene),  tandis  que 
d'autres  (enzymes,  hormones)  sont  dechargees  de 
maniere  episodique,  faisant  l'objet  d'un  stockage 
transitoire  au  sein  de  vesicules  de  secretion,  dont 
l'exocytose  est  controlee  (voir  chapitre  6). 

2.2.2.  Experiences  autoradiographiques 

Le  trajet  intracellulaire  des  proteines  secretees 
n'etait  pas  connu  avant  les  celebres  experiences 


COMMENTAIRE 

Differents  types  de  proteines  secretees 
chez  les  Vertebres 

-  Les  enzymes  digestives  :  pepsine,  trypsine, 
amylase,  nucleases...,  sont  secretees  par  des 
glandes  ou  certains  secteurs  du  tube  digestif 
tels  que  :  glandes  salivaires,  estomac,  pan¬ 
creas... 

-  Les  hormones  polypeptidiques  :  hormone  de 
croissance,  insuline,  glucagon...,  sont  secre¬ 
tees  par  les  glandes  endocrines  ou  certains  ter- 
ritoires  du  systeme  nerveux. 

-  Les  proteines  structurales  des  matrices  extra- 
cellulaires  (voir  chapitre  13)  :  collagene,  elas- 
tine,  fibronectine...,  sont  essentiellement 
fabriquees  par  les  cellules  des  tissus  conjonc- 
tifs  (fibroblastes  et  cellules  derivees),  mais 
aussi  par  les  cellules  epitheliales. 

-  Les  proteines  seriques  :  albumine,  transfer- 
rine,  lipoproteines...,  emises  dans  le  sang  et 
fabriquees  par  le  foie. 

-  Les  anticorps,  fabriques  par  les  cellules  san¬ 
guines  immunitaires  appelees  lymphocytes. 

-  Les  proteines  de  reserve,  telles  que  l'ovalbu- 
mine  (blanc  d'ceuf),  la  vitellogenine  (plaquettes 
vitellines),  ou  bien  les  caseines  (proteines  du 
lait),  fabriquees  respectivement  par  l'oviducte, 
le  foie  ou  la  glande  mammaire. . . 

de  G.  Palade  et  de  son  equipe,  au  milieu  des 
annees  60.  Cet  auteur  travaillait  sur  le  pancreas 
exocrine  de  cobaye,  organe  connu  pour  produire 
un  sue  digestif  riche  en  hydrolases  diverses  :  amy¬ 
lases,  proteases,  nucleases,  lipases...  Les  cellules 
acineuses  responsables  ont  une  morphologie  et 
une  organisation  interne  bien  typiques,  comme  la 
plupart  des  cellules  secretrices,  d'ailleurs.  Leur 
structure  nettement  polarisee  montre  une  zone 
basale  presentant  un  abondant  reticulum  rugueux 
entourant  le  noyau  et  de  nombreuses  mitochon- 
dries,  une  zone  mediane  comportant  les  dictyo- 
somes  de  l'appareil  de  Golgi  (voir  plus  loin),  et 
une  zone  apicale,  tournee  vers  la  lumiere  de  la 
glande,  riche  en  vesicules  de  secretion  (granules 
de  zymogene),  dont  certains  eclatent  par  exocy- 
tose  a  la  surface  de  la  cellule. 

Ce  type  d'experience  permet  d'identifier  le  lieu 
initial  de  synthese  des  proteines  (pendant  le  pulse), 
et  leurs  voies  de  transport  au  sein  de  la  cellule 
(pendant  la  chasse)  (voir  chapitre  3).  Une  approche 
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Encart  technique 

Analyse  cellulaire  du  processus  secretoire 

Ce  processus  a  ete  analyse  par  une  experience 

de  type  pulse-chase,  de  la  fagon  suivante  : 

-  de  fines  tranches  de  tissu  pancreatique  frais 
sont  mises  en  survie  dans  un  milieu  de  cul¬ 
ture  permettant  aux  cellules  de  vivre  et  de 
fonctionner  pendant  quelques  heures  ; 

-  de  la  leucine  tritiee  (radioactive)  est  ajoutee  au 
milieu  ;  celle-ci  etant  un  precurseur  des  pro¬ 
teines,  elle  s'y  incorpore  au  cours  de  l'expe- 
rience ; 

-  une  incubation  courte  (moins  de  5  minutes) 
est  suivie  d'un  ringage  soigneux  des  cellules, 
pour  eliminer  toute  radioactivite  soluble,  et  de 
leur  remise  dans  un  milieu  normal ; 

-  des  echantillons  de  tissus  sont  ensuite  prele- 
ves  regulierement  (toutes  les  20  minutes  envi¬ 
ron)  pendant  deux  heures,  puis  fixes  et  traites 
pour  la  microscopie  electronique  ; 

-  les  coupes  obtenues  sont  traitees  pour  l'auto- 
radiographie  a  haute  resolution,  les  grains 
d'argent  observes  revelant  la  presence  de  pro¬ 
teines  radioactives  au  sein  des  ultrastructures. 


quantitative  des  cliches  autoradiographiques,  basee 
sur  le  comptage  des  grains  d'argent  par  unite  de 
surface,  conduit  a  decrire  la  voie  suivante  :  reticu¬ 


lum  endoplasmique  rugueux,  appareil  de  Golgi, 
grains  de  zymogene  et  enfin  lumiere  de  la 
glande  (voir  figure  9.4).  Cette  voie  est  constante 
chez  tous  les  Eucaryotes,  de  meme  que  sa  cine- 
tique,  qui  s'echelonne  sur  deux  heures  environ 
entre  le  debut  et  la  fin  du  processus.  II  existe 
cependant  des  exceptions,  par  rapport  a  ce  dernier 
point  :  on  connait  le  cas  des  granules  corticaux  de 
certains  ovocytes  animaux,  ou  celui  de  l'acrosome 
des  spermatozoides,  qui  sont  des  granules  de 
secretion  dont  la  decharge  peut  etre  tres  retardee 
(jusqu'au  moment  de  la  fecondation). 

Ce  resultat  est  en  soi  tres  important,  mais  la 
methode  ne  fournit  aucune  indication  sur  les 
mecanismes  moleculaires  mis  en  jeu  ;  une  autre 
approche  doit  etre  developpee,  donnant  la  possibi¬ 
lity  de  decomposer  le  systeme  en  elements  simples 
et  permettant  une  analyse  in  vitro.  Des  experiences 
conduites  sur  le  principe  precedemment  decrit  ont 
done  ete  appliquees  a  des  fractions  cellulaires 
purifiees,  identifiables  aux  structures  impliquees 
dans  la  voie  presentee  plus  haut. 

2.2.3.  Apport  du  fractionnement  cellulaire 

Lorsqu'une  cellule  est  homogeneisee,  l'organi- 
sation  du  reseau  complexe  de  cavites  constitue  par 
le  RR  ou  le  RL  est  totalement  detruite,  de  meme 
que  celle  qui  preside  a  la  structure  de  l'appareil  de 


pulse  seul  :  3  min  cheese  :1 5  min  cJiaaseitSO  min 


Figure  9.4 

Experiences  historiques  sur  la  secretion  des  proteines  par  les  cellules  pancreatiques 

Le  phenomene  secretoire  est  etudie  au  moyen  d'experiences  d'incorporation  de  leucine  tritiee  (de  type  pulse-chase), 
suivies  d'autoradiographie.  La  radioactivite  se  deplace,  au  cours  du  temps,  successivement  dans  les  compartiments 
mis  en  jeu  dans  ce  processus  :  reticulum  endoplasmique  rugueux  (rg)  ;  appareil  de  Golgi  (d) ;  vesicules  de  concentra¬ 
tion  (vc)  et  grains  de  zymogene  (gz) ;  m  :  mitochondries ;  n  :  noyau.  (D'apres  J.  Jamieson). 
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Golgi.  Paradoxalement,  cependant,  on  arrive  a 
purifier  une  fraction  tres  pure  d'echantillons  du 
RR.  En  effet,  les  fragments  de  membrane  issus  de 
Feclatement  du  reticulum  se  referment  instantane- 
ment,  et  de  fagon  spontanee,  sur  eux-memes  ;  ils 
sont  a  l'origine  de  vesicules  de  taille  voisine  de  0,1 
a  0,2  pm,  que  l'on  appelle  des  microsomes  (voir 
figure  9.5).  Ces  structures  artefactuelles  sont  puri- 
fiables  par  ultracentrifugation  (3  h  a  100  000  g)  a 
partir  de  surnageants  post-mitochondriaux 
d'homogenats  cellulaires.  Les  culots  obtenus,  qui 
peuvent  etre  observes  en  microscopie  electronique, 
montrent  un  melange  de  vesicules  unimembra- 
naires  lisses  et  de  vesicules  porteuses  de  ribosomes 
sur  leur  face  exterieure  (A.  Claude,  1947). 

II  est  possible,  sur  un  gradient  de  densite  pre¬ 
forme  de  saccharose,  de  separer  ces  deux  types  de 
vesicules  qui  different  par  leur  densite  ;  la  pre¬ 
sence  des  ribosomes  alourdit  en  effet  significative- 
ment  les  vesicules  qui  les  portent.  Ces  deux 
fractions  purifiees  de  microsomes  rugueux  et  de 
microsomes  lisses  represented  des  structures  cel¬ 
lulaires  facilement  identifiables  :  les  premiers  ont 
une  origine  unique  dans  la  cellule  car  ils  ne  peu¬ 
vent  provenir  que  du  RR ;  en  revanche,  les  seconds 
constituent  un  melange  complexe  de  vesicules 
issues  de  la  fragmentation  du  RL,  de  l'appareil 
de  Golgi,  voire  de  la  membrane  cytoplasmique. 


L'interet  des  microsomes  rugueux,  en  particulier, 
est  considerable  car  ils  gardent  la  meme  polarite 
structurale  que  celle  du  RR  d'origine  et,  pour  cette 
raison,  les  memes  proprietes  fonctionnelles.  Outre 
une  etude  biochimique  approfondie  de  ce  compar- 
timent,  ils  permettent  aussi  l'analyse  in  vitro  du 
processus  de  synthese  proteique  qui  y  est  associe. 
On  a  ainsi  pu  montrer,  par  exemple,  que  plus  de 
20  proteines  specifiques  permettent  de  distinguer 
les  membranes  du  RR  de  celles  du  RL. 

Des  experiences  de  type  pulse-chase  ont  aussi  ete 
conduites  par  Palade  sur  des  fractions  cellulaires 
isolees  identifiees  au  RR  (microsomes  rugueux),  a 
l'appareil  de  Golgi  (ici,  la  source  majeure  des 
microsomes  lisses),  et  aux  grains  de  zymogene 
(grosses  vesicules  de  secretion,  facilement  recon- 
naissables).  Les  resultats  obtenus  sur  le  lieu  de 
synthese  et  les  voies  de  circulation  confirment 
ceux  tires  des  analyses  autoradiographiques  prece- 
dentes,  et  apportent  une  information  supplemen- 
taire  :  les  proteines  secretees  par  la  cellule  ne  sont 
jamais  directement  en  contact  avec  le  hyaloplasme. 
Que  ce  soit  lors  de  leur  synthese  ou  lors  de  leur 
cheminement  d'un  compartiment  a  l'autre,  elles 
sont  toujours  empaquetees  dans  des  systemes 
membranaires.  Cette  donnee  est  tres  importante 
car  elle  montre  que  le  mode  de  fabrication  des  pro¬ 
teines  secretees  est  unique  au  sein  des  cellules. 


reticulum  rugueux 


microsomes  lisses 


„  °0  o 

O  (pu  oo  O 

"to-C.. 


microsomes  rugueux 


ribosomes 


Figure  9.5 

Formation  des  microsomes  rugueux 

(1)  Ces  vesicules  apparaissent  spontanement  lors  de  la  pulverisation  du  reticulum  endoplasmique  rugueux,  consecu¬ 
tive  a  1'homogeneisation  des  cellules.  (2)  Elles  peuvent  etre  debarrassees  de  leurs  ribosomes  grace  a  un  detergent 
doux.  (3)  Aspect  des  microsomes  rugueux  sedimentes  par  centrifugation  a  forte  vitesse,  et  observes  en  microscopie 
electronique.  (D'apres  un  cliche  de  G.  Palade). 
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2.3  Mecanismes  d'insertion  cotraductionnelle 
des  proteines  dans  le  reticulum  rugueux 


2.3.1.  Systemes  de  traduction  proteique  in  vitro 

II  existe,  depuis  environ  50  ans,  des  systemes 
acellulaires  permettant  la  synthese  in  vitro  de  pro¬ 
teines,  lorsqu'on  leur  fournit  les  ARN  messagers 
purifies  correspondants  (voir  chapitre  4).  Cette 
technique  est  tres  utilisee  en  biologie  moleculaire 
pour  caracteriser  des  populations  d'ARNm  obte- 
nus  in  vivo  ou  in  vitro  ;  en  biologie  cellulaire,  elle  a 
contribue  a  la  comprehension  des  mecanismes  de 
routage  des  proteines  chez  les  Eucaryotes  (voir 
plus  loin).  Ces  systemes  sont  constitues  d'extraits 
obtenus  a  partir  de  tissus  connus  pour  etre  tres 
actifs  en  synthese  proteique.  Les  plus  classiques 
sont  constitues,  soit  de  lysats  de  reticulocytes 
(jeunes  globules  rouges  sans  noyau  ni  reticulum) 
de  poulet  ou  de  lapin,  soit  de  surnageants  d'homo- 
genats  de  germes  de  ble.  Ces  extraits  contiennent 
tous  les  ingredients  necessaries  a  la  traduction  : 
ribosomes  libres,  enzymes  d'activation,  ARNt,  fac- 
teurs  proteiques  divers  ;  ils  sont  enrichis  en  acides 
amines  (dont  un  ou  deux  sont  radiomarques  ;  en 
general  la  leucine  ou  la  methionine)  et  en  un  sys- 
teme  de  fourniture  d'ATP  (phosphocreatine/ 
kinase)  ;  ils  sont  enfin  traites  par  une  ARNase 
diluee  qui  detruit  specifiquement  les  ARNm  endo- 
genes,  afin  d'obtenir  un  bruit  de  fond  minimal.  II 
suffit  d'ajouter  les  ARNm  purifies  pour  faire 
demarrer  la  synthese  des  proteines,  que  l'on  peut 
ensuite  precipiter  puis  analyser  aisement  par  elec- 
trophorese  suivie  d'autoradiographie  ;  celles-ci 
refletent  en  quantite  et  en  qualite  la  population  des 
ARNm  introduite  dans  le  tube. 


2.3.2.  Utilisation  des  microsomes. 

MlSE  EN  EVIDENCE  DU  ROLE  DE  LA  SEQUENCE- 
SIGNAL 


Les  chercheurs  disposent  de  preparations  de 
microsomes  purifies  a  partir  de  pancreas,  qui  peu- 
vent  etre  ajoutes  aux  systemes  de  traduction  in 
vitro  classiques  decrits  precedemment.  II  est  ainsi 
possible  de  tester  l'influence  de  leur  presence  (et 
done  de  celle  du  RR)  sur  les  mecanismes  de  la  tra¬ 
duction.  Les  premieres  experiences  decisives  ont 
ete  conduites  au  debut  des  annees  70,  date  a 
laquelle  des  ARNm  purifies  et  actifs  ont  ete  extra¬ 
its  de  cellules  secretrices  specialisees  dans  la  fabri¬ 
cation  d'un  nombre  limite  de  proteines  connues, 


ce  qui  permettait  d'identifier  aisement  les  messa¬ 
gers  correspondants  (exemples  :  les  chaines 
legeres  des  immunoglobulines,  secretees  par  des 
cellules  cancereuses  de  myelomes  de  souris,  ou  la 
prolactine,  secretee  par  l'hypophyse). 

L'observation  de  base  est  la  suivante  :  lorsque 
de  tels  ARNm  purifies  sont  utilises  dans  des  sys¬ 
temes  simples  de  synthese  proteique  in  vitro,  qui 
n'utilisent  que  des  ribosomes  libres  (type  reticulo¬ 
cyte),  on  obtient  toujours  une  chaine  polypepti- 
dique  plus  longue  que  celle  normalement  faite  in 
vivo.  Dans  tous  les  cas  analyses,  la  difference  de 
longueur  porte  sur  une  sequence  de  tete  (N-termi- 
nale)  constitute  de  quelques  dizaines  d'acides 
amines.  Par  ailleurs,  il  suffit  d'ajouter  au  systeme, 
des  le  debut  de  l'experience,  un  certain  volume  de 
microsomes  rugueux  purifies  pour  qu'on  obtienne 
la  forme  normale,  courte  (appelee  forme  mature), 
de  la  proteine.  Si  on  ajoute  en  outre  au  milieu  reac- 
tionnel,  en  fin  d'experience,  une  protease  (enzyme 
digerant  les  proteines),  on  constate  que  la  proteine 
neosynthetisee  s'avere  resistante  a  une  attaque 
proteolytique  ;  dans  les  memes  conditions,  la  forme 
longue  synthetisee  en  l'absence  de  microsomes  est 
sensible  a  la  protease.  Enfin,  si  la  meme  experience 
de  proteolyse  est  faite  en  presence  d'un  detergent, 
la  forme  courte  fabriquee  en  presence  de  micro¬ 
somes  devient  sensible. 

Ces  experiences  prouvent  que  la  proteine  syn¬ 
thetisee  selon  ce  mode  est  injectee  dans  les  vesi- 
cules  microsomales  en  meme  temps  qu'elle  est 
polymerisee  par  les  ribosomes  :  e'est  le  processus 
dit  d'insertion  cotraductionnelle,  qui  caracterise 
le  fonctionnement  du  reticulum  rugueux  (voir 
figure  9.6).  II  a  egalement  ete  montre  que  le  peptide 
de  tete,  elimine  apres  la  synthese,  sert  de  moyen 
de  reconnaissance  pour  diriger  les  proteines  secre¬ 
tees  vers  les  membranes  du  RR  ;  e'est  la  theorie  du 
signal,  formulee  vers  1975,  qui  sera  generalisee  a 
tous  les  types  d'aiguillage  de  proteines  dans  la  cel¬ 
lule,  comme  on  le  verra  plus  loin.  La  caracteris- 
tique  commune  a  toutes  les  sequences-signal 
trouvees  dans  les  formes  immatures  des  proteines 
secretees  (ainsi  que  celles  des  proteines  membra- 
naires  et  lysosomales)  est  qu'elles  renferment  de 
quatre  a  douze  residus  hydrophobes  a  la  suite.  II 
n'existe  cependant  pas  de  reelle  homologie  de 
sequence  entre  elles,  mais  simplement  une  ressem- 
blance  au  plan  physicochimique. 

La  preuve  directe  du  role  de  cette  sequence- 
signal  a  ete  apportee  par  les  techniques  recentes 
du  genie  genetique.  On  peut  realiser  in  vitro  des 
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2)  synthese  in  vitro  en  presence  de  microsomes  rugueux. 


1)  synthese  in  vitro  en  I'absence 
de  microsomes  rugueux. 


•  liberation  des  polypeptides 
dans  la  cavite  du  microsome, 
en  cours  de  synthese. 


membrane  du  microsome 


•  protection  vis-a-vis 
des  proteases. 


Figure  9.6 

Experiences  in  vitro  demontrant  I'existence  du  phenomene  d'insertion  cotraductionnelle 

La  resistance  a  un  traitement  proteolytique  et  la  cosedimentation  des  proteines  marquees  avec  les  microsomes 
rugueux  demontrent  qu'elles  ont  penetre  dans  la  lumiere  au  cours  de  leur  synthese. 


genes  (et  done  des  ARNm)  codant  des  proteines 
chimeres  artificielles  (proteines  de  fusion)  combi- 
nant  une  telle  sequence  hydrophobe  a  un  polypep¬ 
tide  qui  n'en  possede  normalement  pas  et  qui  ne 
suit  done  pas  la  voie  des  proteines  secretees.  Aussi 
bien  in  vitro  que  in  vivo,  desormais,  on  peut  verifier 
que  cette  proteine  est  dirigee  vers  les  microsomes 
ou  le  RR,  et  fabriquee  selon  le  mode  d'insertion 
cotraductionnelle. 


simultanement  dans  le  site  amino-acide  de  ce  der¬ 
nier,  situe  a  proximite  immediate.  Ceci  conduit  au 
blocage  momentane  de  l'elongation  de  la  chaine 
polypeptidique,  le  systeme  ne  pouvant  se  deblo- 
quer  que  lorsque  cet  enorme  edifice  entre  en 
contact  avec  le  reticulum  rugueux,  et  plus  specia- 
lement  avec  le  recepteur  signale  plus  haut  (recep- 
teur  de  la  PRS)  (voir  figure  9.8).  C'est  done  ainsi 


25  nm 


2.3.3.  La  particule  de  reconnaissance  du  signal 

ET  SON  ROLE 


Contrairement  a  ce  qui  avait  ete  cru  initiale- 
ment,  ce  n'est  pas  la  sequence-signal  N-terminale 
elle-meme  qui  reconnait  la  membrane  du  RR,  et 
entraine  le  ribosome  en  train  de  fabriquer  la  pro¬ 
teine  qui  la  porte,  vers  ce  compartiment.  II  existe 
en  fait  un  intermediaire  hyaloplasmique  faisant  le 
va-et-vient  entre  les  ribosomes  et  un  recepteur 
membranaire  specifique  situe  dans  le  reticulum, 
dont  le  site  de  reconnaissance  est  tourne  vers 
l'exterieur  :  il  s'agit  de  la  particule  dite  de  recon¬ 
naissance  du  signal,  ou  PRS  (voir  figure  9.7). 

Quand  une  PRS  libre  reconnait  une  telle 
sequence-signal  emergeant  d'un  ribosome  en 
cours  de  traduction,  elle  se  fixe  dessus  et  se  loge 


domaines  de  reconnaissance 
du  peptide-signal  et  du 
recepteur  du  reticulum 
rugueux 


domaine  de 
reconnaissance 
du  ribosome 
(site  A) 


Figure  9.7 

Organisation  de  la  particule  de  reconnaissance  du  signal 
Cette  particule  de  grande  taille  (25  nm)  est  de  nature 
ribonucleoproteique  (1  ARN  de  300  nucleotides  et 
6  chaines  polypeptidiques).  Elle  possede  trois  domaines, 
grace  auxquels  elle  peut  reconnaitre  :  1)  le  site  amino- 
acide  du  ribosome,  2)  la  sequence-signal  d'une  proteine 
naissante  et  3)  le  recepteur  porte  par  le  reticulum. 
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Figure  9.8 

Mecanisme  de  I'insertion  cotraductionnelle  des  proteines  dans  le  reticulum  endoplasmique  rugueux 
Le  role  de  la  PRS  comme  agent  d'adressage  et  celui  des  differents  recepteurs  membranaires  sont  mis  en  evidence  au 
cours  des  differentes  etapes  de  ce  processus.  (1)  Reconnaissance  de  la  sequence-signal  et  fixation  de  la  PRS. 
(2)  Complexe  forme  par  le  ribosome  et  la  PRS,  logee  dans  le  site  A  et  bloquant  la  traduction.  (3)  Accrochage  du  com- 
plexe  sur  la  membrane  du  RR.  (4)  Reprise  de  la  traduction  et  injection  de  la  chaine  polypeptidique  a  travers  la  mem¬ 
brane. 


que  certains  ribosomes  seulement,  parmi  tous  ceux 
qui  commencent  la  synthese  des  proteines  a  l'etat 
libre  dans  le  hyaloplasme,  sont  aiguilles  vers  les 
membranes  du  reticulum  ;  a  partir  de  ce  moment, 
la  destinee  des  proteines  fabriquees  par  ces  ribo¬ 
somes  est  fixee  et  seul  un  nombre  reduit  de  com- 
partiments  leur  sera  accessible,  que  nous  decrirons 
plus  tard.  En  revanche,  tous  les  ribosomes  en  train 
de  synthetiser  des  proteines  ne  possedant  pas  ce 
type  de  sequence-signal  termineront  leur  travail 
au  sein  du  cytosol,  toujours  a  l'etat  libre.  II  doit 
etre  bien  clair  que  le  transfert  d'une  chaine  poly¬ 
peptidique  dans  la  lumiere  du  RR  est  conditionne 
par  la  nature  de  l'ARNm  et  non  par  les  ribosomes 
eux-memes,  qui  sont  tous  identiques. 


2.3.4.  Processus  d'insertion  cotraductionnelle 


Lorsque  le  complexe  ribosome /proteine  nais- 
sante/PRS  est  indirectement  ancre  dans  la 
bicouche  par  son  recepteur,  entre  en  jeu  un  nou¬ 
veau  systeme  proteique  faisant  lui  aussi  partie 


integrante  de  la  membrane  du  reticulum,  que  l'on 
nomme  recepteur  de  la  sequence-signal  ;  ce  sys¬ 
teme  fonctionne  schematiquement  comme  un 
canal  transmembranaire  qui  prend  en  charge  la 
sequence-signal,  laquelle  se  libere  done  de  la  PRS. 
Celle-ci  perd  alors  son  affinite  pour  le  site  amino- 
acide  du  ribosome  et  le  quitte  ;  la  chaine  polypep¬ 
tidique  recommence  a  s'allonger  mais  cette  fois-ci 
en  traversant  la  membrane  et  en  etant  injectee  dans 
la  lumiere  du  reticulum.  Enfin,  la  PRS  quitte  son 
recepteur  et  les  deux  partenaires  sont  recycles,  le 
premier  «partant  en  quete»  d'un  nouveau  ribo¬ 
some  approprie  au  sein  du  hyaloplasme,  et  le 
second  pret  a  fixer  un  nouveau  complexe. 

En  raison  de  ces  caracteristiques,  ce  processus 
vectoriel  de  synthese  et  d'injection  simultanees 
d'une  chaine  polypeptidique  a  travers  une  mem¬ 
brane  est  nomme  insertion  cotraductionnelle.  Un 
mecanisme  base  sur  un  principe  identique  inter- 
vient  dans  la  secretion  des  proteines  dans  le  milieu 
extracellulaire  ou  dans  l'espace  periplasmique,  a 
travers  la  membrane  plasmique,  chez  les  Bacteries. 
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2.4  Modifications  des  proteines 
dans  le  reticulum  rugueux 

2.4.1.  Clivage  de  la  sequence-signal 

ET  ACQUISITION  DES  STRUCTURES  SECONDAIRE 

ET  TERTIAIRE 

Qu'advient-il,  in  vivo,  de  la  chaine  polypeptidique 
synthetisee  a  travers  la  membrane  du  reticulum  ? 
Le  peptide-signal  hydrophobe  reste  momentane- 
ment  ancre  dans  la  bicouche  lipidique,  au  niveau  de 
son  recepteur,  et  le  reste  de  la  proteine  est  entile  de 
fagon  continue  dans  la  cavite,  sous  la  forme  d'une 
grande  boucle.  A  la  fin  de  l'operation,  l'extremite 
COOH  (la  derniere  synthetisee)  rentre  dans  la 
cavite  et  on  peut  se  representer  la  proteine  suspen- 
due,  accrochee  a  la  membrane,  par  son  extremite 
Nil,.  II  faut  cependant  imaginer  qu'a  mesure  que 
la  chaine  proteique  entre  dans  la  cavite,  celle-ci  se 
replie  plus  ou  moins  spontanement  pour  acquerir 
ses  differents  niveaux  de  structure  secondaire  et 
tertiaire.  On  sait  que  deux  systemes  enzymatiques 
interviennent  ici,  d'une  part  pour  mettre  en  place 
correctement  les  ponts  disulfure  stabilisant  la  struc¬ 
ture  tridimensionnelle,  d'autre  part  pour  enfouir 
de  fagon  specifique  les  domaines  hydrophobes  au 
coeur  de  la  proteine.  La  deuxieme  activite  est  assu¬ 
me  par  ce  qu'on  appelle  des  proteines-chaperons, 
dont  le  fonctionnement  sera  presente  plus  loin. 

Dans  le  cas  des  proteines  secretees,  une  enzyme 
egalement  specifique  du  reticulum  ruqueux  (une 
peptidase  membranaire),  clive  enfin  le  peptide- 
signal  et  libere  definitivement  la  proteine  dans  la 
cavite.  C'est  la  raison  pour  laquelle  les  proteines 
secretees  sont  plus  courtes,  de  quelques  dizaines 
d'acides  amines,  que  leurs  precurseurs  dont  la 
synthese  a  commence  dans  le  hyaloplasme. 

On  comprend  ainsi  comment  toute  l'informa- 
tion  necessaire  pour  diriger  une  proteine  vers  le 
reticulum  rugueux  est  contenue  dans  la  sequence- 
signal  N-terminale,  qui  est  elle-meme  codee  dans 
l'ARNm  du  cote  5'  de  la  phase  de  lecture  (imme- 
diatement  apres  le  codon  d'initiation  AUG).  En 
conclusion,  le  devenir  cellulaire  d'une  proteine  est 
bien  inscrit  dans  son  gene  ;  evidemment,  pourrait- 
on  dire,  puisque  tout  est  inscrit  dedans,  mais 
encore  faut-il  savoir  comment ! 

2.4.2.  Glycosylation 

DE  LA  CHAINE  POLYPEPTIDIQUE 

Une  deuxieme  modification  chimique  affecte  un 
grand  nombre  de  proteines  fabriquees  dans  le  reti¬ 


culum  rugueux,  y  compris  les  proteines  membra- 
naires,  dont  on  parlera  plus  tard  :  il  s'agit  de  la 
glycosylation,  ou  greffage  de  residus  glucidiques 
sur  la  chaine  polypeptidique.  Ce  processus  se  rea¬ 
lise  sur  les  proteines  naissantes,  en  cours  d'injec- 
tion,  grace  a  des  enzymes  membranaires  nominees 
glycosyl-transferases  ;  celles-ci  ont  leurs  sites  actifs 
tournes  vers  la  lumiere  du  reticulum  rugueux  de 
sorte  que  leurs  substrats  sont  uniquement  les  pro¬ 
teines  accessibles  dans  la  cavite.  C'est  pour  cette 
raison  que  les  proteines  synthetisees  et  terminees 
dans  le  hyaloplasme,  celles  qui  ne  presentent  pas 
la  sequence-signal,  ne  sont  en  general  jamais  gly- 
cosylees  de  la  maniere  qui  va  etre  decrite. 

Les  glycosyl-transferases  du  RR  greffent  en  une 
seule  etape  de  transfert  un  motif  oligosacchari- 
dique  unique  constitue  de  14  residus  sucres  (ou 
derives),  illustre  dans  la  figure  9.9.  Ce  motif,  dont 
la  synthese  n'a  pas  lieu  d'etre  developpee  ici,  est 
tourne  vers  l'interieur  du  reticulum  ;  il  est  porte 
par  une  molecule  lipidique  appelee  dolichol, 
ancree  dans  la  bicouche.  La  fixation  de  l'oligosac- 
charide  sur  la  proteine  a  lieu  sur  un  residu  NH2 
d'une  asparagine,  mais  seuls  certains  de  ces  acides 
amines  le  long  de  la  chaine  seront  concernes  ; 
chaque  proteine  a  ainsi  un  profil  de  glycosylation 
caracteristique.  On  parle  done  de  N-glycosylation 
dans  le  reticulum,  par  opposition  a  ce  qu'on  nom- 
mera  O-glycosylation,  qui  se  deroule  dans  l'appa- 
reil  de  Golgi  (voir  plus  loin)  et  qui  concerne 
d'autres  acides  amines. 

Il  faut  enfin  signaler  que  les  motifs  glucidiques 
ainsi  greffes  sont  deja  remanies  avant  que  les  pro¬ 
teines  ne  quittent  le  reticulum  et  ne  gagnent  le 
compartiment  suivant.  En  effet,  d'autres  enzymes 
nominees  glycosidases  elaguent  ces  motifs  en 
enlevant  certains  sucres  (glucose  et  mannose)  aux 
extremites  des  trois  branches  qu'ils  portent ;  cette 
premiere  deglycosylation  se  poursuivra  ensuite 
dans  l'appareil  de  Golgi. 

2.5  Devenir  des  proteines  synthetisees 
au  niveau  du  reticulum  rugueux 


2.5.1.  Insertion  de  proteines  intrinseques 

DANS  LES  MEMBRANES  DU  RETICULUM 

Tous  les  processus  decrits  jusqu'ici  concernent 
les  proteines  liberees  dans  la  cavite  du  reticulum, 
et  qui  seront  finalement  emises  hors  de  la  cellule. 
Il  faut  maintenant  etudier  le  cas  d'une  autre  cate- 
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Figure  9.9 

Glycosylation  dans  le  reticulum  endoplasmique  rugueux  (N-glycosylation) 

(a)  Motif  oligosaccharidique  greffe  sur  les  residus  asparagine,  (b)  Principe  de  l'accrochage  de  ce  motif  a  des  proteines 
naissantes  (mecanisme  cotraductionnel)  grace  aux  glycosyl-transferases  membranaires  du  reticulum. 


gorie  importante  de  proteines  :  les  proteines  mem¬ 
branaires,  qui  resteront  ancrees  dans  la  bicouche 
du  reticulum  lui-meme  et  feront  partie  integrante, 
dans  un  premier  temps,  de  ce  compartiment.  Nous 
avons  vu  dans  le  chapitre  5  que  les  proteines 
intrinseques  transmembranaires  sont  parfois  dis¬ 
posers  de  fa  con  tres  complexe  dans  la  bicouche  : 
si,  dans  certains  cas,  un  seul  segment  hydrophobe 
en  helice  a  suffit  a  ancrer  la  proteine,  dans  beau- 
coup  d'autres,  plusieurs  segments  font  des  aller  et 
retour  a  travers  les  phospholipides,  determinant 
des  boucles  hydrophiles  de  chaque  cote.  On  peut 
en  outre  avoir  les  extremites  N  et  C  de  la  chaine 
d'un  meme  cote,  ou  bien  de  part  et  d'autre  de  la 
membrane  (et  dans  des  dispositions  opposees). 


Ces  proteines  possedent  un  systeme  d'aiguillage 
vers  le  reticulum  identique  a  celles  etudiees  plus 
haut ;  le  debut  de  leur  histoire  est  done  exactement 
semblable.  Comment  se  fait-il  cependant  que  ces 
molecules  ne  soient  pas  liberees  dans  la  lumiere 
du  RR,  mais  restent  associees  a  la  bicouche  qui  le 
constitue  et  deviennent  ainsi  des  proteines  mem¬ 
branaires  typiques  ?  Sans  entrer  dans  les  details, 
en  raison  de  la  diversity  des  situations  rencontrees, 
on  peut  dire  que  de  longs  segments  hydrophobes 
internes,  le  long  de  la  chaine  polypeptidique,  fonc- 


tionnent  comme  autant  de  sequences  d'ancrage 
membranaire  (ou  sequences  topogeniques)  ;  lors 
de  la  synthese  de  la  proteine  par  le  ribosome, 
celles-ci  l'enchassent  progressivement  dans  la 
bicouche,  tout  en  disposant  les  domaines  hydro¬ 
philes  de  part  et  d'autre.  A  la  difference  de  la 
sequence-signal  hydrophobe  vue  plus  haut,  ces 
sequences  ne  subissent  evidemment  pas  de  pheno- 
mene  de  clivage  par  une  peptidase  (voir  figure  9.10). 

Les  modifications  par  glycosylation,  qui  ont  ete 
decrites  plus  haut  pour  les  proteines  secretees,  sont 
egalement  valables  pour  ces  proteines  membra¬ 
naires  ;  on  doit  ici  souligner  un  point  important  : 
seuls  les  domaines  (ou  boucles)  tournes  vers  la 
lumiere  du  reticulum  rugueux  pourront  etre 
glycosyles,  pour  les  raisons  deja  invoquees.  On 
comprend  comment  ce  processus  accentue  le  phe- 
nomene  de  polarisation  structurale  de  la  mem¬ 
brane  au  niveau  de  ses  proteines  intrinseques, 
dont  la  position  precise  est  determinee  directement 
par  le  mode  de  synthese.  C'est  dans  le  reticulum 
que  commence  en  fait  a  se  mettre  en  place  le  reve- 
tement  polysaccharidique  (le  manteau)  que  l'on 
trouve  au  niveau  de  la  membrane  cytoplasmique, 
tourne  cette  fois-ci  vers  l'exterieur  de  la  cellule. 
L'inversion  apparente  de  polarite  (interieur  — >  exte- 
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hyaloplasme 


Figure  9.10 

Principe  simplifie  de  I'incorporation  des  proteines  aux  membranes  du  reticulum  rugueux 

Ce  processus  met  en  jeu  deux  types  de  sequences  hydrophobes  alternees  (dites  d'ancrage),  dont  l'une  sert  a  l'initiation 
du  transfert,  et  l'autre  a  la  terminaison  (exemple  d'une  proteine  intrinseque  a  trois  traversees  hydrophobes).  Au  cours 
de  l'injection  de  la  chaine  polypeptidique  a  travers  la  membrane,  plusieurs  domaines  (boucles)  situes  dans  le  hyalo¬ 
plasme  ou  dans  la  lumiere,  sont  ainsi  mis  en  place.  Pour  plus  de  clarte,  l'ARNm  n'est  pas  represente. 


rieur)  est,  comme  on  le  verra,  simplement  due  au 
phenomene  d'exocytose  :  il  y  a  equivalence  topo- 
logique  entre  les  espaces  constitues  par  la  lumiere 
d'une  vesicule  et  le  milieu  extracellulaire. 

L'etude  de  la  mise  en  place  des  proteines  mem- 
branaires  des  Virus  a  enveloppe,  qui  bourgeon- 
nent  a  partir  de  la  membrane  plasmique  des 
cellules  animales,  a  permis  de  bien  comprendre  les 
mecanismes  mis  en  jeu  dans  ce  systeme.  En  effet, 
peu  de  temps  apres  le  debut  de  l'infection  virale, 
toute  la  machinerie  cellulaire  est  mise  au  service 
du  genome  viral  et  elle  ne  fabrique  plus  que  des 
constituants  codes  par  celui-ci  (voir  chapitre  15). 
Comme  les  proteines  du  virion  sont  generalement 
en  nombre  tres  reduit,  ceci  facilite  considerable- 
ment  l'analyse  experimentale,  surtout  lorsqu'on 
precede  a  des  marquages  radioactifs  a  partir  de  ce 
moment-la.  Parmi  les  proteines  virales,  certaines 
resteront  dans  le  hyaloplasme,  mais  d'autres  tran- 
siteront  a  travers  le  reticulum  endoplasmique 
rugueux,  grace  aux  mecanismes  qu'on  vient  de 
decrire.  Dans  tous  les  cas,  situation  normale  ou 
infection  virale,  ces  proteines  membranaires  se 
retrouveront  dans  les  vesicules  et  les  saccules  gol- 
giens  puis  seront  incorporees  finalement  dans  la 
membrane  cytoplasmique  apres  exocytose. 


2.5.2.  Passage  des  proteines  dans  l'appareil 
de  Golgi.  Leurs  destinations  finales 

Les  experiences  autoradiographiques  montrent 
que  toutes  les  proteines  fabriquees  dans  le  RR 
gagnent,  dans  un  deuxieme  temps  (en  5- 
10  minutes),  un  autre  organite  unimembranaire 
que  nous  analyserons  plus  tard  :  l'appareil  de 
Golgi.  Le  passage  de  l'un  a  l'autre  s'effectue  grace 
a  des  vesicules  de  100  nm  de  diametre  environ,  qui 
bourgeonnent  a  partir  des  membranes  du  RR  et 
fusionnent  avec  des  elements  proches  de  l'appareil 
de  Golgi.  Ces  vesicules  emportent  non  seulement 
une  cargaison  de  proteines  solubles  contenue  dans 
leur  lumiere,  mais  aussi  des  proteines  et  des 
lipides  membranaires  propres  au  RR ;  compte  tenu 
de  leur  position  entre  les  deux  organites,  elles  por¬ 
tent  le  nom  de  vesicules  de  transition.  La  micro- 
scopie  electronique  montre  que  ces  vesicules  sont 
recouvertes,  du  cote  hyaloplasmique,  d'un  revete- 
ment  proteique  epais  d'une  dizaine  de  nm.  La 
composition  de  ce  manteau  commence  a  etre 
connue,  et  elle  differe  du  revetement  geometrique 
de  clathrine  dont  il  a  ete  question  lors  de  l'etude 
de  l'endocytose  (voir  chapitres  6  et  7),  et  dont  on 
reparlera  plus  loin. 
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Les  proteines  et  les  lipides  qui  suivent  cette  voie 
ont  quatre  destinations  finales  possibles,  en  plus 
du  fait  qu'ils  entreront  momentanement  dans  la 
constitution  de  l'appareil  de  Golgi.  Chez  les  cellules 
animales,  les  proteines  solubles  sont  amenees  : 

1)  soit  a  etre  emises  a  l'exterieur  de  la  cellule  par 
exocytose  :  ce  sont  les  proteines  secretees  analy- 
sees  un  peu  plus  haut ; 

2)  soit  a  etre  incluses  dans  la  lumiere  des  lysoso- 
mes,  organites  deja  etudies  dans  le  chapitre  7. 

Les  lipides  et  les  proteines  membranaires  feront 
partie  : 

1)  soit  de  la  membrane  plasmique,  apres  l'ultime 
phenomene  de  fusion  des  membranes  des  vesi- 
cules  de  secretion  avec  celle-ci ; 

2)  soit  de  la  membrane  limitante  des  lysosomes. 

Dans  le  cas  des  cellules  vegetales,  les  choses  sont 
un  peu  differentes  ;  on  a  vu  que  le  compartiment 
lysosomal  avait  pour  equivalent  la  vacuole,  sou- 
vent  unique  et  dont  la  taille  etait  considerable  dans 
les  cellules  differenciees  (voir  chapitre  7).  La 
vacuole  est  ici  un  compartiment  terminal,  au  meme 
titre  que  le  milieu  exterieur  chez  les  cellules  ani¬ 
males  ;  il  existe  un  trafic  intense  de  vesicules, 
issues  de  l'appareil  de  Golgi,  qui  fusionnent  avec 
elle  et  deversent  leur  contenu  dans  sa  lumiere. 

Nous  verrons  qu'en  realite,  lors  de  leur  passage 
a  travers  l'appareil  de  Golgi,  tous  les  constituants 
proteiques  et  lipidiques  subissent  de  nombreuses 
modifications  chimiques,  de  telle  sorte  que  les  pro- 
duits  finaux  n'ont  souvent  pas  grand  chose  a  voir 
avec  leur  etat  initial  a  l'entree  de  ce  systeme  com- 
plexe.  On  parlera  a  ce  sujet  de  maturation  post- 
traductionnelle  des  proteines. 


2.5.3.  Retention  des  proteines 

DANS  LE  RETICULUM  ENDOPLASMIQUE. 
LE  MAINTIEN  DE  SON  IDENTITE 


Le  passage  de  materiel  d'un  compartiment  a  un 
autre  au  moyen  de  vesicules  tend  naturellement  a 
une  homogeneisation  de  leurs  compositions  chi- 
miques.  Ceci  est  vrai  tout  au  long  du  flux  membra- 
naire  que  l'on  vient  d'annoncer,  qui  part  du  RR  et 
se  termine  a  la  membrane  plasmique  ;  et  pourtant, 
tous  ces  systemes  membranaires  conservent  leur 
originalite  structurale  et  physiologique.  Quelques 
elements  de  reponse  a  cette  question  du  maintien 
de  l'identite  d'un  compartiment  dynamique  sont 
fournis  par  l'analyse  de  plusieurs  proteines  carac- 


teristiques  du  RR,  pour  lesquelles  on  a  montre 
l'existence  d'un  phenomene  de  retention  active. 
Toutes  ces  proteines  :  recepteurs  de  la  PRS,  de  la 
sequence-signal...,  enzymes  de  la  membrane  ou 
de  la  lumiere...,  doivent  y  rester  etroitement  asso- 
ciees  pour  y  fonctionner  et  lui  permettre  d'assurer 
son  role  specifique  (proteines  residentes).  Bien  que 
fabriquees  par  le  RR  lui-meme,  elles  ne  doivent 
done  pas  participer  au  flux  unidirectionnel  qui 
entraine  normalement  les  proteines  vers  les  desti¬ 
nations  finales  annoncees  plus  haut. 

La  plupart  des  proteines  solubles  retenues  pos- 
sedent  en  fait  une  sequence  identique  de  type  : 
Lys-Asp-Glu-Leu  (KDEL,  dans  la  nomenclature  a 
une  lettre  des  acides  amines)  en  position  C-termi- 
nale.  Son  role  est  demontre  de  la  fagon  suivante  : 

1)  des  proteines  mutantes  qui  en  sont  depourvues 
sont  secretees  au  lieu  d'etre  retenues  dans  le  RR  ; 

2)  a  l'inverse,  des  proteines  secretees  modifiees  par 
ajout  de  cette  sequence,  grace  au  genie  genetique, 
sont  retenues  dans  le  RR.  Cette  sequence  est  recon- 
nue  par  un  recepteur  specifique  du  RR,  qui  a  ete 
identifie  et  purifie  et  dont  le  fonctionnement  est  le 
suivant.  II  existe  en  fait  une  legere  «fuite»  de 
toutes  les  proteines  du  RR  vers  le  Golgi  (y  compris 
le  recepteur  lui-meme) ;  mais  ce  dernier  est  ensuite 
renvoye  vers  le  RR,  charge  des  proteines  residentes 
de  ce  compartiment,  au  moyen  de  petites  vesi¬ 
cules.  Ce  mouvement  de  vesicules  et  de  proteines, 
oppose  au  flux  general  (ou  anterograde)  de  la 
secretion,  est  dit  «  retrograde  »  ;  voir  la  figure  9.20. 

De  meme,  des  mecanismes  particuliers  de  reten¬ 
tion  doivent  empecher  la  diffusion  laterale  de  cer- 
taines  proteines  caracteristiques  du  RR  vers  le  RL 
(et  inversement),  condition  necessaire  au  maintien 
de  leur  individualite  morphologique  et  fonction- 
nelle  ;  la  nature  des  signaux  mis  en  ceuvre  reste 
inconnue. 


2.6  Role  du  reticulum  lisse  dans  la  synthese 
des  lipides.  (.'elaboration  des  membranes 
cellulaires  chez  les  cellules  animales 


2.6.1.  Synthese  des  lipides  membranaires 

En  raison  de  leurs  proprietes  physicochimiques 
remarquables  et  de  leur  insolubility  en  phase 
aqueuse,  tous  les  lipides  membranaires  (glycero- 
phospholipides,  glycolipides,  sphingolipides,  cho¬ 
lesterol.  . .),  sont  soit  synthetises  sur  des  membranes 


9.  Synthese  et  routage  des  proteines  chez  les  eucaryotes.  biogenEse  des  organites  259 


preexistantes,  soit  incorpores  en  leur  sein  imme- 
diatement  apres  leur  synthese.  De  cette  fa^on,  les 
membranes  n'apparaissent  jamais  de  novo  au  sein 
des  cellules,  mais  il  y  a  simplement  augmentation 
de  la  surface  de  celles  qui  preexistent.  Dans  les  cel¬ 
lules  bacteriennes,  les  enzymes  de  synthese  de  ces 
lipides  sont  localisees  dans  la  membrane  plas- 
mique  ;  chez  les  Eucaryotes,  cette  activite  est  assu¬ 
me  soit  par  le  RL,  dans  le  cas  des  cellules  animales, 
soit  par  les  chloroplastes,  chez  les  Vegetaux  verts. 
Ces  membranes  extensibles  et  qui  «s'autofabri- 
quent»  sont  qualifiees  de  biogeniques. 

La  synthese  de  la  phosphatidyl-choline,  princi¬ 
pal  phospholipide  des  cellules  animales,  peut  etre 
donnee  a  titre  d'exemple.  Toutes  les  enzymes 
intervenant  dans  cette  synthese  font  partie  inte- 
grante  (proteines  intrinseques)  de  la  membrane 
du  RL,  leurs  sites  actifs  etant  tournes  vers  le  hyalo- 
plasme.  C'est  de  la  que  viennent  en  effet  tous  les 
substrats  entrant  dans  la  fabrication  du  lipide  :  les 
acides  gras,  sous  forme  d'acyl-CoA  (forme  hydro¬ 
soluble  de  ces  molecules),  le  glycerol,  sous  forme 
de  glycerol-phosphate  et  la  choline,  sous  forme  de 
CDP-choline  ;  tous  ces  precurseurs  sont  des  mole¬ 
cules  activees  du  metabolisme  intermediaire.  Les 
acyl-CoA  sont  tout  d'abord  pris  en  charge  par  des 
enzymes  qui  fixent  les  acides  gras  au  glycerol- 


phosphate  tout  en  liberant  les  CoA  (acylation) ;  ces 
etapes  sont  cruciales  car  elles  conduisent  a  l'intro- 
duction  des  acides  gras  dans  la  couche  externe 
(hyaloplasmique)  de  la  bicouche  du  RL  et  done  a 
l'augmentation  de  sa  surface  (voir  figure  9.11).  La 
suite  de  la  synthese  consiste  a  ajouter  au  diacyl- 
glycerol  la  tete  hydrophile  du  lipide  (ici,  la  choline). 
La  fabrication  de  la  phosphatidyl-ethanolamine  est 
basee  sur  le  meme  principe  :  une  synthese  sur  une 
interface. 

II  faut  cependant  bien  comprendre  que,  a 
mesure  que  les  enzymes  mises  en  jeu  fonctionnent, 
seule  la  couche  externe  du  RL  s'enrichit  car  le  bas- 
culement  de  tels  lipides  (flip-flop)  est  spontane- 
ment  impossible  vers  la  couche  interne.  Pour 
eviter  un  desequilibre  entre  les  deux  surfaces  de  la 
bicouche,  on  doit  done  faire  intervenir  une  pro- 
teine  porteuse  appropriee,  deja  presentee  dans  le 
chapitre  5.  On  connait  un  facteur  de  translocation 
specifique  (ou  «  flippase  »)  de  la  phosphatidyl-cho¬ 
line,  mais  il  n'en  existe  pas  pour  la  phosphatidyl- 
serine  et  pour  la  phosphatidyl-ethanolamine,  qui 
restent  ainsi  confinees  sur  la  face  externe  du  RL. 
La  distribution  asymetrique  des  lipides  membra- 
naires  s'explique  ainsi  des  l'origine  de  l'elabora- 
tion  des  membranes,  au  niveau  du  RL. 


2  acyl  -  coA  :  ovwvw 


+ 

1  glycerol  -  P  : 


hyaloplasme 


1  cytidine  diphosphocholine  : 


C— ©— ®-  chol. 


acyl-transferase  phosphatase  choline 


phosphotransferase 


Figure  9.11 

Synthese  des  phospholipides  membranaires  :  exemple  de  la  phosphatidylcholine 

Les  membranes  du  reticulum  lisse  contiennent  diverses  enzymes  (proteines  intrinseques)  dont  les  sites  actifs  sont 
tournes  vers  le  hyaloplasme.  Elies  mettent  progressivement  en  place  ces  lipides  au  sein  de  la  bicouche,  au  cours  des 
differentes  etapes  de  leur  synthese. 
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Grace  a  certaines  de  ses  enzymes,  le  RL  est 
aussi  le  lieu  de  l'elongation  et  de  la  desaturation 
des  acides  gras  ;  par  exemple,  l'acide  palmitique 
(C16),  fabrique  dans  le  hyaloplasme,  est  allonge  en 
acide  stearique  (C18),  puis  desature  en  acide 
oleique.  Cette  derniere  reaction  met  en  jeu  un 
intermediaire  hydroxyle  (-HCOH-)  forme  grace  a 
une  courte  chaine  de  transport  d'electrons  mem- 
branaire  :  NADH  (donneur  d'electrons  de  haute 
energie),  NADH  oxydase  a  FAD  et  cytochrome  b5 ; 
ces  deux  proteines  intrinseques  ont  leurs  sites 
actifs  en  regard  du  hyaloplasme.  Une  deuxieme 
chaine  de  ce  type,  mettant  en  jeu  le  NADPH,  une 
NADPH  oxydase  a  FAD  et  le  cytochrome  P450,  per- 
met,  quant  a  elle,  d'hydroxyler  une  grande  variete 
de  substrats.  Parmi  ceux-ci,  il  faut  citer  le  choleste¬ 
rol  et  tous  les  steroides  hormonaux  qui  en  deri- 
vent,  ainsi  que  les  composes  faisant  l'objet  d'une 
detoxification  (voir  plus  loin).  Ces  deux  chaines 
d'oxydoreduction  typiques  du  RL  utilisent  O, 
comme  accepteur  d'electrons,  mais  elles  ne  pro- 
duisent  pas  d'ATP,  a  la  difference  de  celles  trou- 
vees  dans  les  mitochondries  (voir  chapitre  10). 

Le  RL  est  aussi  le  lieu  de  synthese  du  choleste¬ 
rol  (a  partir  d'acetate)  et  du  ceramide  ;  bien  que 
fabriques  sur  la  face  externe  eux  aussi,  ces  compo¬ 
ses  s'equilibrent  spontanement  sur  les  deux  faces 
(par  basculement),  en  raison  de  la  presence  d'un 
domaine  polaire  tres  reduit.  Chez  les  Vertebres,  le 
lieu  essentiel  de  synthese  du  cholesterol  est  le  foie. 


2.6.2.  ECHANGES  DE  LIPIDES 

AVEC  LES  AUTRES  COMPARTMENTS 

Le  RL,  lieu  quasi  unique  de  synthese  des  lipides 
membranaires  dans  la  cellule  animale,  les  exporte 
vers  tous  les  autres  compartiments  de  deux  fa  cons 
tres  differentes.  Etant  en  continuite  physique  avec 
le  RR,  celui-ci  recoit  ces  lipides  par  le  simple  fait 
de  leur  mobilite  laterale  et  de  la  fluidite  membra- 
naire  ;  l'importance  de  ceci  sera  rappelee  plus  loin. 
Le  transport  par  vesicules  assurera  ensuite  le  pas¬ 
sage  de  ces  molecules  a  tous  les  compartiments 
situes  en  aval  du  RR.  C'est  ainsi  que  le  ceramide 
passe  vers  l'appareil  de  Golgi  ou  il  servira  de  sub- 
strat  pour  former  la  sphingomyeline  (par  acquisi¬ 
tion  d'une  tete  de  choline,  provenant  de  la 
phosphatidyl-choline),  ou  bien  les  divers  sphingo- 
glycolipides  (apres  glycosylation)  ;  ces  composes 
sont  done  des  produits  tardifs  du  metabolisme  des 
lipides  membranaires.  Les  enzymes  membranaires 
mises  en  jeu  ayant  leur  site  actif  tourne  vers  la 


lumiere,  ces  lipides  sont  modifies  sur  la  seule  face 
interne  des  saccules  golgiens.  C'est  egalement 
cette  voie  qui  fournit  en  permanence  du  choleste¬ 
rol  a  la  membrane  plasmique,  apres  exocytose  des 
vesicules  de  secretion  (voie  constitutive). 

Divers  phospholipides  fabriques  au  niveau  du 
RL  partent  aussi  vers  les  mitochondries  et  les  per- 
oxysomes,  ou  ils  participent  a  la  formation  des 
membranes,  bien  que  ces  organites  soient  en 
dehors  du  flux  membranaire  qu'on  vient  d'evo- 
quer.  Le  passage  a  travers  le  hyaloplasme  implique 
des  proteines  hydrosolubles  capables  d'extraire 
(de  la  couche  externe  du  RL)  et  d'emporter  une 
seule  categorie  de  lipides  ;  ces  proteines 
d'echange  de  phospholipides  les  delivrent  ensuite 
a  la  couche  externe  de  la  membrane  des  organites 
en  question,  ou  ils  font  eventuellement  l'objet  de 
modifications  chimiques  ulterieures  (voir  figure 
9.12).  De  meme,  la  transformation  du  cholesterol 
en  hormones  steroides,  qui  a  lieu  dans  les  glandes 
corticosurrenales,  les  ovaires  ou  les  testicules, 
implique  diverses  reactions  se  deroulant  dans  les 
mitochondries  ;  les  echanges  entre  le  RL  et  ces 
organites  sont  assures  par  des  proteines  transpor- 
teuses  du  cholesterol  (ou  de  ses  derives),  fonction- 
nellement  equivalentes  aux  precedentes. 

Dans  les  tissus  photosynthetiques,  les  chloro- 
plastes  fabriquent  non  seulement  tous  les  acides 


membrane  du  reticulum  membrane  externe 

endoplasmique  lisse  de  la  mitochondrie 


Figure  9.12 

Echange  de  phospholipides  entre  organites 
Le  compartiment  membranaire  donneur  est  en  general  le 
reticulum  endoplasmique  lisse,  qui  fournit  ici  des  phos¬ 
pholipides  aux  mitochondries  grace  a  une  proteine  por- 
teuse  appropriee.  Une  telle  molecule  porteuse  ne 
transporte  qu'une  seule  molecule  de  phosphatidylcho¬ 
line. 
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gras  cellulaires,  mais  egalement  tous  les  lipides 
membranaires,  y  compris  les  glycolipides  caracte- 
ristiques  des  thylakoides. 

2.6.3.  Elaboration  de  membranes 

PAR  LE  RETICULUM  ENDOPLASMIQUE 

Si  l'on  envisage  le  reticulum  endoplasmique 
dans  son  ensemble,  on  conclut  qu'il  constitue  une 
« machine  a  fabriquer  de  la  membrane »  :  par  sa 
composante  RR,  il  introduit  des  proteines  dans 
une  bicouche  phospholipidique,  par  sa  compo¬ 
sante  RL  il  produit  cette  meme  bicouche.  Comme 
ces  deux  compartiments  sont  en  continuity  phy¬ 
sique  et  que  la  bicouche  qui  les  constitue  est  tres 
fluide,  en  raison  de  la  richesse  en  acides  gras 
courts  et  insatures  de  ses  phospholipides  et  de  sa 
relative  pauvrete  en  cholesterol,  les  proteines  et  les 
lipides  se  rejoignent  et  se  melangent  aisement 
pour  organiser  une  membrane  biologique  typique. 
Que  devient  cette  membrane  sans  cesse  elaboree, 
alors  que  la  surface  globale  du  reticulum  reste  visi- 
blement  inchangee  ?  La  reponse  a  deja  ete  fournie 
lors  de  l'etude  du  passage  des  proteines  secretees 
vers  l'appareil  de  Golgi  :  c'est  sous  la  forme  des 
vesicules  de  transition  que  la  membrane  est  trans¬ 
feree  a  ce  nouvel  organite.  Nous  verrons  plus  loin 
que  si  celui-ci  s'enrichit  a  son  tour  en  surface 
membranaire,  il  en  perd  egalement  en  bourgeon- 
nant  d'autres  vesicules,  au  profit  essentiellement 
de  la  membrane  plasmique.  Il  existe  en  fait  un  flux 
permanent  de  membrane  partant  du  reticulum 
endoplasmique  et  atteignant  la  surface  cellulaire  ; 
nous  en  reparlerons  en  fin  de  chapitre. 

2.6.4.  Autres  fonctions  du  reticulum  lisse  : 

LA  DETOXIFICATION 

Le  RL  assure,  on  l'a  vu,  diverses  modifications 
chimiques  affectant  des  molecules  endogenes  ;  il 
peut  aussi  modifier  de  nombreuses  molecules  pro- 
venant  du  milieu  exterieur,  absorbees  par  les  cel¬ 
lules  ou  les  organismes.  Parmi  celles-ci,  on  compte 
des  substances  artificielles  produites  par  l'indus- 
trie  :  pesticides  (insecticides,  desherbants),  colo¬ 
rants,  additifs  alimentaires,  conservateurs, 
hydrocarbures  aromatiques  (goudrons  provenant, 
entre  autres,  de  la  fumee  de  cigarette),  medica¬ 
ments...  Ces  composes,  souvent  de  nature  hydro¬ 
phobe,  sont  naturellement  toxiques  pour 


l'organisme  car  ils  ne  peuvent  pas  etre  elimines  et 
ils  tendent  a  s'accumuler  dans  les  membranes  cel¬ 
lulaires  ou  les  cellules  riches  en  lipides  (adipo¬ 
cytes).  Chez  les  Vertebres,  on  a  montre  que  divers 
moyens  d'elimination  existent  cependant ;  ils  sont 
assures  par  des  enzymes  du  RL,  qui  permettent  la 
detoxification  de  ces  molecules  au  sein  d'organes 
tels  que  le  foie,  les  reins  ou  les  intestins.  Le  prin- 
cipe  est  l'hydroxylation,  mecanisme  mis  en  jeu 
pour  la  desaturation  normale  des  acides  gras  ou  la 
formation  des  hormones  steroides.  Grace  a  l'O,,  a 
une  NADPH  oxydase  et  au  cytochrome  P450,  des 
goupements  OH  sont  greffes  sur  les  molecules 
hydrophobes,  ce  qui  les  rend  plus  hydrosolubles 
ou  permet  leur  accrochage  covalent  a  des  compo¬ 
ses  eux-memes  polaires  (acide  glycuronique  ou 
groupements  sulfate,  par  exemple).  De  cette  fa^on, 
des  produits  toxiques  sont  facilement  elimines  par 
la  voie  sanguine  et  l'excretion  urinaire. 

Lorsque  des  injections  repetees  de  medicaments 
de  type  barbiturique  sont  faites  chez  le  rat,  on 
observe  une  augmentation  significative  de  la  sur¬ 
face  du  RL  des  hepatocytes  (x  2  en  4  jours)  ainsi 
qu'une  augmentation  de  l'activite  specifique  (x  4, 
par  unite  de  surface)  des  seules  enzymes  associees 
a  la  detoxification,  citees  plus  haut.  Ce  phenomene 
conduit  evidemment  a  l'elimination  du  compose 
injecte,  mais  aussi  a  celle  de  tous  les  autres  compo¬ 
ses  susceptibles  de  subir  une  hydroxylation 
detoxifiante.  De  nombreuses  especes  moleculaires 
conduisent  a  des  modifications  semblables  du  RL. 

Ce  systeme  naturel  de  detoxification  a  malheu- 
reusement  un  inconvenient  grave.  Parmi  les  com¬ 
poses  exogenes,  certains  (assez  rares)  ont  une 
activity  cancerigene  directe  car  ils  se  lient  a  l'ADN 
et  entrainent  des  mutations.  De  nombreux  autres 
cependant,  comme  les  benzopyrenes  (trouves  dans 
les  goudrons),  sont  neutres  et  peu  reactifs  en  soi, 
mais  ils  deviennent  des  cancerigenes  tres  puis- 
sants  apres  une  modification  chimique  consistant 
en  une  hydroxylation.  Or,  cette  « activation  meta- 
bolique»  est  catalysee  par  des  enzymes  normale- 
ment  trouvees  dans  les  cellules,  qui  ne  sont  rien 
d'autre  que  celles  presentes  dans  le  RL  et  chargees 
de  detoxifier  les  produits  nocifs.  Ainsi,  de  fa  con 
paradoxale,  la  voie  de  detoxification  a  P450  conduit 
a  des  composes  chimiques  encore  plus  dangereux 
que  ceux  qui  sont  entres  dans  l'organisme  !  La 
preuve  directe  du  role  du  RL  dans  ce  processus 
d'activation  de  molecules  cancerigenes  a  ete  direc- 
tement  demontre  in  vitro,  grace  a  des  microsomes 
lisses  purifies  a  partir  d'hepatocytes. 
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3.  ROLE  DE  L'APPAREIL 
DE  GOLGI 

DANS  LA  MATURATION 
DES  PROTEINES 
ET  LA  SYNTHESE 
DES  POLYSACCHARIDES 


3.1  Organisation  de  I'appareil  de  Golgi 


3.1.1.  Observation  en  microscopie  photonique 

En  1898,  au  moyen  d'une  coloration  a  l'acide 
osmique  ou  au  nitrate  d'argent,  C.  Golgi  mettait 
en  evidence  dans  plusieurs  types  cellulaires  (corps 
cellulaires  des  neurones  et  cellules  pancreatiques), 
des  structures  en  forme  d'ecailles  ou  de  croissants, 
plus  ou  moms  anastomosees  et  presentant  deux 
zones  d'affinite  differente  pour  le  colorant  (l'argent 
ou  l'osmium  reduits)  (voir  figure  9.13).  L'ensemble 
de  ces  structures,  aujourd'hui  appelees  dictyoso- 
mes,  constitue  I'appareil  de  Golgi  ;  souvent  pre¬ 
sent  dans  toute  la  cellule,  celui-ci  est  parfois 
localise  en  un  point  precis,  a  proximite  du  noyau. 


3.1.2.  Observation  en  microscopie  electronique 


Comme  pour  le  reticulum  endoplasmique, 
seule  la  microscopie  electronique  a  permis  de  voir 
qu'il  s'agissait  d'un  constituant  universel  chez  les 
Eucaryotes  et  de  comprendre  son  organisation 
precise  ;  de  meme,  ce  compartiment  est  d'autant 
plus  visible  que  les  cellules  etudiees  sont  des  cel¬ 
lules  secretrices  et  en  intense  activite. 


Les  coupes  ultrafines  montrent  que  cet  organite 
se  presente  sous  la  forme  de  nombreux  complexes 
apparemment  discontinus,  formes  de  piles  de  sac¬ 
cules  unimembranaires  lisses  aplatis  ;  ces  struc¬ 
tures  correspondent  aux  dictyosomes  decrits  en 
microscopie  photonique.  Cependant,  ainsi  que 
l'avait  pressenti  son  decouvreur,  nous  verrons  que 
I'appareil  de  Golgi  des  cellules  secretrices  ani- 
males  est  un  systeme  continu  remplissant  le  hyalo- 
plasme  cellulaire,  sous  la  forme  d'un  long  ruban 
tortueux.  Un  dictyosome  est  en  general  constitue 
de  5  a  10  saccules  tres  aplatis,  plus  ou  moins  circu- 
laires  (de  1  a  3  pm  de  diametre  environ),  de  forme 
legerement  concave,  et  empiles  les  uns  sur  les 
autres  ;  une  membrane  de  6  a  7  nm  d'epaisseur 


Figure  9.13 

Aspect  de  I'appareil  de  Golgi  dans  des  cellules  animales 

(a)  Cellules  nerveuses  :  microscopie  photonique  ;  colora¬ 
tion  de  type  impregnation  argentique.  Les  dictyosomes 
apparaissent  sous  la  forme  d'ecailles  plus  ou  moins 
reunies  sous  la  forme  d'un  ruban  parcourant  la  cellule. 
(Cliche  Labo  BG,  Orsay).  (b)  Aspect  en  immunofluore¬ 
scence  dans  des  cellules  animales  en  culture.  (Cliche 
O.  Martinez  et  B.  Goud,  Institut  Curie,  Paris). 


limite  une  cavite  interne  etroite  de  5  a  10  nm.  Le 
bord  des  saccules  est  legerement  renfle,  crenele,  et 
il  semble  emettre  de  petites  vesicules  de  50  a 
100  nm  de  diametre  ;  une  multitude  de  vesicules 
recouvertes  de  cette  taille  sont  d'ailleurs  observees 
a  proximite  immediate  des  dictyosomes  (voir 
figure  9.14).  Dans  le  detail,  on  constate  en  fait  que 
les  sacs  les  plus  extremes  ne  sont  ni  ressemblants 
entre  eux,  ni  aux  sacs  medians,  de  sorte  qu'un  dic¬ 
tyosome  est  un  systeme  structuralement  tres  pola¬ 
rise.  Par  ailleurs,  ces  sacs  sont  en  relation 
topographique  etroite  avec  d'autres  organites. 

Chez  les  Animaux,  les  sacs  de  la  face  convexe 
entrent  souvent  en  rapport  avec  le  RR  de  la  fa  con 
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Figure  9.14 

Aspect  des  dictyosomes  golgiens  en  coupe  transversale 
Ces  exemples  sont  pris  :  (a)  dans  une  cellule  animale  ; 
(b)  dans  une  cellule  vegetale  ;  (c)  dans  une  cellule  de 
Protiste.  Coupes  ultrafines  observees  en  microscopie 
electronique. 

Grossissement  x  18  000.  (Cliches  Labo  BG  et  BV,  et 
R.  Charret,  Labo  BC4,  Orsay). 

suivante  :  une  nappe  de  reticulum  est  disposee 
parallelement  au  premier  saccule  ;  cette  nappe  ne 
possede  pas  de  ribosomes  sur  la  face  qui  est  en 


vis-a-vis  du  dictyosome  et  elle  semble  bourgeon- 
ner  (ou  recevoir  par  fusion)  de  nombreuses  petites 
vesicules,  visibles  dans  l'espace  separant  les  deux 
organites  (vesicules  de  transition).  Le  premier 
saccule  golgien,  souvent  fenestre,  semble  lui  aussi 
bourgeonner  de  nombreuses  vesicules.  II  faut  bien 
se  rendre  compte  que  la  cytologie  ne  donne  que 
des  images  statiques  des  echanges  apparents  entre 
les  structures  :  quand  une  vesicule  rencontre  une 
structure  membranaire,  on  ne  peut  savoir  s'il  s'agit 
d'un  phenomene  de  bourgeonnement  de  mem¬ 
brane  ou  de  fusion  de  vesicule.  Les  deux  mouve- 
ments  sont  opposes  et  seules  des  analyses 
dynamiques,  physiologiques,  permettent  de  savoir 
de  quelle  maniere  se  deroulent  les  evenements  ; 
nous  avons  en  fait  deja  appris  que  le  flux  general 
se  realise  unidirectionnellement,  du  reticulum  vers 
l'appareil  de  Golgi.  La  face  convexe  d'un  dictyo¬ 
some,  qui  regoit  les  vesicules  de  transition,  est 
appelee  face  de  formation  ou  face  cis  (voir 
figure  9.15). 

Les  sacs  de  la  face  opposee,  concave,  ont  en 
general  une  forme  plus  irreguliere  ;  souvent  plus 
gonfles  que  les  precedents,  ils  emettent  de  grosses 
vesicules  qui  s'accumulent  a  proximite.  Celles-ci 
ont  un  contenu  de  plus  en  plus  opaque  aux  elec¬ 
trons  a  mesure  qu'on  s'eloigne  du  dernier  saccule, 
cette  caracteristique  etant  particulierement  mar¬ 
quee  chez  les  cellules  secretrices  de  proteines  ; 
dans  une  cellule  banale,  comme  l'hepatocyte,  cette 
disposition  est  moins  evidente.  Cette  face  du  dic¬ 
tyosome  est  appelee  face  de  maturation  ou  face 
trans  ;  dans  les  cellules  secretrices  epitheliales,  elle 
est  generalement  tournee  vers  la  zone  de  la  mem¬ 
brane  plasmique  a  vocation  secretrice,  c'est-a-dire 
vers  la  lumiere  de  la  glande. 

Le  nombre  de  dictyosomes  varie  beaucoup  d'un 
type  cellulaire  a  l'autre.  II  peut  y  en  avoir  plu- 
sieurs  centaines  dans  certaines  cellules  specialisees 
comme  les  cellules  pancreatiques,  les  cellules  cali- 
ciformes  a  mucus  de  l'epithelium  intestinal  (secre- 
tant  les  glycoproteines  qui  en  tapissent  la  paroi  ; 
voir  plus  loin),  ou  bien  les  cellules  des  glandes 
muqueuses  de  l'escargot.  Quand  on  examine  de 
telles  cellules  en  coupes  epaisses  (2-4  gm)  sous  des 
tensions  tres  elevees  (microscopie  electronique  a 
haut  voltage),  on  constate  en  fait  que  les  saccules 
de  la  face  de  formation  des  divers  dictyosomes 
sont  en  continuite  les  uns  avec  les  autres  grace  a 
des  tubules  lisses,  et  que  l'ensemble  constitue  un 
reseau  cellulaire  complexe  en  trois  dimensions.  II 
n'en  reste  pas  moins  vrai  que  chaque  dictyosome  a 
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membrane  plasmique 


espace 

extracellulaire 


Figure  9.15 

Organisation  d'un  dictyosome  golgien 

La  structure  polarisee  du  dictyosome  apparait  a  travers  la  distinction  entre  saccules  cis,  medium  et  trans,  qui  n'ont  ni 
la  meme  forme,  ni  la  meme  composition  chimique. 

Noter  la  presence  des  nombreuses  vesicules  peripheriques,  qui  font  communiquer  les  saccules  entre  eux,  et  celle  des 
vesicules  de  transition  qui  assurent  le  passage  de  molecules  entre  le  reticulum  endoplasmique  rugueux  et  l'appareil 
de  Golgi.  Dans  le  cas  des  cellules  secretrices,  la  face  trans  est  marquee  par  de  volumineux  grains  de  secretion. 


une  identite  propre,  caracterisee  par  sa  polarite  de 
structure.  Celle-ci  est  renforcee  par  une  polarite 
biochimique  et  enzymatique,  comme  le  prouvent 
les  tests  de  cytochimie  et  de  cytoenzymologie  : 

-  l'impregnation  osmique  ne  colore  qu'un  ou 
deux  saccules  de  la  face  de  formation  (partie 
sombre  du  dictyosome  vu  en  microscopie  pho- 
tonique  par  Golgi) ; 

-  les  activites  enzymatiques  de  type  phosphata- 
sique  (nucleoside  diphosphatase,  phosphatase 
acide)  sont  pour  la  plupart  rencontrees  dans  les 
saccules  de  la  face  de  maturation  ou  le  reseau 
transgolgien  (voir  plus  loin) ; 

-  les  proteines  et  les  polysaccharides  apparaissent 
plus  concentres  dans  les  saccules  de  la  face  de 
maturation  et  les  grosses  vesicules  de  secretion ; 


-  l'epaisseur  de  la  membrane  des  saccules  aug- 
mente  legerement  depuis  la  face  cis  (5-6  nm) 
jusqu'a  la  face  trans  (7-8  nm). 

L'ensemble  de  ces  analyses,  complete  par 
l'immunocytochimie  (identification  de  proteines 
specifiques),  conduit  a  distinguer  trois  zones  prin- 
cipales,  du  point  de  vue  biochimique  et  physiolo- 
gique,  au  sein  d'un  dictyosome  :  les  saccules  cis, 
les  saccules  medium  et  les  saccules  trans  (parfois 
appeles  reseau  transgolgien). 

Dans  le  cas  des  cellules  vegetales,  les  dictyo- 
somes  apparaissent  le  plus  souvent  epars,  isoles 
et  non  associes  en  un  appareil  organise  ;  ils  sont 
parfois  concentres  a  proximite  de  la  membrane 
plasmique.  Leurs  rapports  avec  le  reticulum  endo¬ 
plasmique  sont  beaucoup  moins  nets  que  chez  les 
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cellules  animates  ;  ceci  est  mis  en  relation  avec  le 
fait  que  la  secretion  des  proteines  y  est  un  pheno- 
mene  relativement  peu  important,  car  ne  concer- 
nant  que  quelques  proteines  parietales. 

3.2  Fonctions  generates  de  I'appareil 
de  Golgi.  La  maturation  des  proteines 
secretees,  membranaires  et  lysosomales 


3.2.1.  Approche  fonctionnelle 

L'analyse  fonctionnelle  de  I'appareil  de  Golgi 
est  difficile  en  raison  de  la  complexite  de  sa  struc¬ 
ture  et  de  ses  liens  etroits  avec  d'autres  comparti- 
ments  cellulaires.  Le  fractionnement  cellulaire 
detruit  presque  inevitablement  l'organisation 
polarisee  a  laquelle  ses  fonctions  sont  associees  ;  il 
est  cependant  possible,  si  le  broyage  est  tres 
modere,  de  recuperer  quelques  empilements 
intacts  de  saccules.  Bien  que  des  microsomes  lisses 
puissent  apparaitre  a  la  suite  de  sa  desagregation 
apres  homogeneisation,  ils  sont  souvent  melanges 
avec  d'autres  qui  ont  des  origines  tres  diverses. 
Dans  le  meilleur  des  cas,  a  partir  de  cellules  riches 
en  dictyosomes,  il  est  possible  d'etablir  une  liste 
caracteristique  des  enzymes  golgiennes,  mais  on 
ne  peut  les  attribuer  a  des  saccules  precis.  On  a 
ainsi  egalement  montre  que  la  composition  globale 
en  lipides  des  membranes  golgiennes  est  interme- 
diaire  entre  celle  du  reticulum  endoplasmique  et 
celle  de  la  membrane  plasmique.  Les  approches 
privilegiees  restent  la  cytochimie  et  la  cytoenzy- 
mologie,  mais  surtout  l'autoradiographie  appli- 
quee  a  des  experiences  de  type  pulse-chase  : 
l'incorporation  de  sucres  radioactifs  varies,  de  sels 
mineraux  (sulfates,  phosphates)  a  permis  de 
reconstituer  les  sequences  des  evenements  biochi- 
miques  et  de  transport  effectues  en  son  sein. 

3.2.2.  Fonctions  generales 
de  l'appareil  de  Golgi 

Ces  fonctions  sont  suggerees  a  la  fois  par  ses 
rapports  structuraux  avec  les  autres  constituants 
cellulaires  (RR  et  vesicules  de  secretion)  et  par  son 
abondance  dans  certaines  cellules  specialisees 
dans  la  production  et  la  secretion  de  proteines  ou 
de  polysaccharides,  comme  on  l'a  deja  signale.  De 
nombreuses  modifications  des  proteines  en  transit 
(maturation)  ont  lieu  dans  les  saccules  golgiens  ; 
elles  sont  qualifiees  de  post-traductionnelles  car 
elles  affectent  des  chaines  polypeptidiques  com- 


pletement  terminees,  leur  synthese  proprement 
dite  s'etant  deroulee  dans  le  RR.  Nous  verrons 
plus  loin  comment  elles  permettent  aux  proteines 
d'acquerir  leur  conformation  et  leurs  proprietes 
biologiques  definitives. 

Outre  cette  fonction  de  secretion  et  de  stockage, 
on  a  recemment  mis  en  evidence  un  role  general 
beaucoup  plus  subtil  et  difficile  a  apprehender, 
qui  consiste  a  «marquer»  certaines  proteines  de 
fagon  a  ce  qu'elles  se  dirigent  precisement  vers  un 
compartiment  donne  ;  ce  marquage  moleculaire 
consiste  en  des  modifications  chimiques  de  type 
glycosylation  et  phosphorylation,  qui  servent  de 
signal  d'adressage.  L'appareil  de  Golgi  regie  done 
le  trafic  d'une  partie  des  proteines  dans  la  cellule 
(role  de  centre  de  tri).  Trois  destinations  sont  pos¬ 
sibles  pour  celles  qui  le  traversent :  le  milieu  extra- 
cellulaire,  comme  on  l'a  deja  dit,  la  membrane 
plasmique  et  les  lysosomes  primaires.  Il  a  enfin 
une  position  clef  dans  le  cytoplasme  car  il  recycle 
aussi  de  nombreuses  proteines  membranaires,  y 
compris  celles  issues  de  la  membrane  plasmique  ; 
les  bases  du  mecanisme  sont  mal  connues. 

Le  transport  des  proteines  et  des  lipides  mem¬ 
branaires  le  long  des  dictyosomes  s'effectue  au 
moyen  des  vesicules  recouvertes  qui  bourgeon- 
nent  a  la  peripherie  d'un  saccule  et  fusionnent 
avec  le  suivant,  et  ainsi  de  suite  le  long  de  l'empi- 
lement.  Ceci  implique  que  ces  vesicules  soient  pro- 
grammees  pour  fusionner  avec  une  cible 
membranaire  unique  ;  des  systemes  hypothetiques 
complexes  de  signaux  de  surface  et  de  recepteurs 
ont  ete  imagines  pour  rendre  compte  de  ces  pro¬ 
cessus.  Malgre  des  echanges  constants  de  materiel 
avec  les  saccules  situes  en  amont  et  en  aval,  ceux- 
ci  conservent  leur  taille  et  leur  forme  caracteris¬ 
tique,  et  surtout  leur  specificite  physiologique  ;  la 
question  est  de  savoir  comment  sont  retenues  sur 
place  ou  recyclees  les  proteines  structurales  ou 
enzymatiques  de  tel  ou  tel  saccule  golgien.  Le 
maintien  de  la  structure  d'un  dictyosome  est  done 
le  resultat  d'un  equilibre  dynamique  tres  subtil. 
On  connait  des  drogues  qui  perturbent  cet  equilibre 
et  qui  conduisent  a  la  disparition  rapide  et  com¬ 
plete,  mais  reversible,  de  tout  l'appareil  de  Golgi ; 
ces  composes  constituent  evidemment  un  outil 
irremplagable  pour  l'etude  de  ce  compartiment. 

3.2.3.  Phenomenes  de  secretion.  Exocytose 

Les  vesicules  qui  quittent  l'appareil  de  Golgi  au 
niveau  du  reseau  trans,  et  qui  participent  au  phe- 
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nomene  de  secretion,  peuvent  etre  classees  en 
deux  categories  bien  distinctes  par  leur  taille,  leur 
mode  de  formation,  le  type  de  molecules  transpor¬ 
ters  et  le  type  de  cellules  ou  on  les  rencontre.  Dans 
les  deux  cas,  cependant,  on  verra  que  ces  vesicules 
interviennent  dans  la  production  de  membrane 
pour  la  surface  cellulaire. 

On  admet  que  dans  toutes  les  cellules  animales 
ou  vegetales,  specialisees  dans  la  secretion  ou  non, 
existe  une  voie  de  secretion  impliquant  des  vesi¬ 
cules  emises  de  fagon  continue  par  les  dictyo- 
somes  ;  cette  voie  est  dite  constitutive.  Ces 
vesicules  initialement  recouvertes  d'un  revetement 
non  forme  de  clathrine  sont  nombreuses,  de  petite 
taille  et  elles  fusionnent  immediatement  avec  la 
membrane  plasmique.  Lors  de  ce  processus  de 
fusion,  la  lumiere  de  la  vesicule  entre  en  contact 
avec  le  milieu  exterieur,  ou  son  contenu  est  libere, 
et  la  face  interne  de  sa  membrane  devient  la  face 
externe  de  la  membrane  plasmique  :  c'est  l'exocy- 
tose  (voir  chapitre  6).  L'asymetrie  membranaire  de 
la  vesicule  est  done  directement  a  l'origine  de  celle 
observee  pour  la  membrane  plasmique.  Par 
exemple,  tous  les  groupements  oligo-  ou  polysac- 
charidiques  portes  par  les  proteines  ou  les  lipides 
membranaires,  tournes  vers  la  lumiere  des  vesi¬ 
cules,  se  retrouvent  finalement  diriges  vers  l'exte- 
rieur  de  la  cellule  (face  extracellulaire  de  la 
membrane  plasmique).  II  faut  done  bien  compren- 
dre  que  l'origine  de  la  membrane  plasmique  est 
tres  profonde  dans  la  cellule  (le  reticulum  endo- 
plasmique),  et  que  sa  composition  et  ses  proprietes 
ont  ete  progressivement  acquises  au  cours  du  tran¬ 
sit  dans  les  saccules  golgiens. 

La  fonction  de  la  voie  constitutive  est  d'appor- 
ter  en  permanence  a  la  membrane  plasmique  des 
constituants  qui  lui  sont  propres,  tels  que  des  gly- 
coproteines  (a  role  de  recepteurs,  de  transporteurs 
divers...),  des  lipides  ou  du  cholesterol,  de  fagon  a 
assurer  son  renouvellement  et  compenser  les  phe- 
nomenes  d'endocytose  (voir  chapitre  7).  C'est  ega- 
lement  cette  voie  qui  permet,  par  exemple,  la 
secretion  continue  des  proteines  seriques  par  les 
hepatocytes,  du  collagene  par  les  fibroblastes,  et 
l'apport  a  la  surface  apicale  de  proteines  fortement 
glycosylees  (constituant  le  manteau  cellulaire) 
dans  les  enterocytes. 


Chez  les  cellules  secretrices  specialisees  dont  on 
a  parle  plus  haut,  il  existe,  en  plus  de  la  voie  prece- 
dente,  une  voie  conduisant  a  l'accumulation  et  a  la 
mise  en  reserve  provisoire  de  produits  de  secre¬ 
tion  au  sein  de  grosses  vesicules  dont  la  formation 


implique  initialement  la  clathrine  (granules  de 
secretion).  Leur  contenu,  en  general  tres  concentre 
en  proteines,  et  dont  la  structure  apparait  parfois 
pseudocristalline,  n'est  secrete  que  si  la  cellule  a 
recu  un  stimulus  particulier,  de  nature  nerveuse 
ou  hormonale.  On  parle  alors  de  secretion  inter- 
mittente  et  de  voie  de  secretion  controlee.  Dans  le 
cas  des  cellules  exocrines  du  pancreas,  par 
exemple,  on  sait  que  la  secretion  des  enzymes 
digestives  est  provoquee  par  des  facteurs  tels  que 
l'acetylcholine  et  diverses  hormones  peptidiques 
(gastrine,  secretine,  cholecystokinine...)  fabriquees 
par  l'estomac  ou  l'intestin,  et  qui  se  fixent  sur  des 
recepteurs  portes  par  leur  membrane  plasmique. 
Ces  derniers  sont  a  l'origine,  a  l'interieur  de  la  cel¬ 
lule,  d'une  cascade  complexe  d'evenements  dont 
l'expression  finale  est  l'exocytose  (transduction 
d'un  signal  ;  voir  chapitre  13).  De  nombreux 
exemples  de  production  d'hormones  polypepti- 
diques  :  insuline,  glucagon,  hormones  hypophy- 
saires...,  pourraient  aussi  illustrer  cette  secretion 
controlee  (voir  encart  suivant).  La  syn these  et  la 
liberation  de  l'histamine  (petite  molecule  liee  a  des 
proteoglycanes)  par  les  mastocytes  ont  ete  traitees 
dans  le  chapitre  6. 

La  migration  des  vesicules  ou  des  granules  de 
secretion  vers  la  surface  cellulaire  et  leur  decharge 
par  exocytose  sont  dependantes  d'un  grand 
nombre  de  facteurs,  comme  l'ont  montre  divers 
inhibiteurs.  La  necessity  d'une  source  d'energie 
(ATP)  a  ainsi  ete  demontree,  et  l'intervention 
d'elements  du  cytosquelette  :  microtubules  et 
microfilaments  (voir  chapitre  11),  a  pu  etre  etablie. 
L'utilisation  de  cytochalasine,  par  exemple, 
entraihe  le  blocage  de  l'exocytose  et  l'accumula- 
tion  de  vesicules  de  secretion  dans  le  hyaloplasme. 
Le  role  des  ions  Ca2+  dans  le  controle  de  ces  meca- 
nismes  est  aussi  demontre.  La  question  majeure 
posee  dans  le  cas  des  cellules  possedant  les  deux 
voies  de  secretion  est  celle  de  la  repartition  des 
proteines  solubles,  au  sein  du  reseau  trans,  dans 
deux  types  de  vesicules  dont  les  proprietes  sont 
tres  differentes  ;  quelques  elements  de  reponse 
seront  donnes  un  peu  plus  loin. 


3.3  Glycosylation  post-traductionnelle 
des  proteines  :  la  synthese 
des  glycoproteines  et  des  proteoglycanes 


De  tres  nombreuses  proteines  secretees  sont 
glycosylees  a  des  degres  divers.  L'etude  des  pro- 
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Encart  biomedical 
Nanisme  et  gigantisme  :  des  dysfonctionnements  de  l'hypophyse 


Cette  petite  glande  est  situee  sous  l'hypothala- 
mus  ;  son  lobe  anterieur,  l'adenohypophyse, 
secrete  six  hormones  proteiques  qui  influent  sur 
plusieurs  organes,  en  particulier  des  glandes 
endocrines.  L'hormone  de  croissance  (ou  somato- 
trophine)  et  la  prolactine  agissent  sur  des  cibles 
non  endocrines,  tandis  que  la  thyreotrophine,  la 
corticotrophine,  les  hormones  luteinisante  et  fol- 
liculostimulante  ont  pour  cibles  la  thyroide,  la 
corticosurrenale  et  les  gonades. 

L'hormone  de  croissance  (GH)  est  une  proteine 
de  191  acides  amines  codee  par  un  gene  situe, 
chez  l'Homme,  sur  le  chromosome  17.  Comme 
toute  proteine  secretee,  elle  est  synthetisee  sous 
la  forme  d'un  precurseur  plus  grand.  C'est  une 
hormone  anabolisante  favorisant  la  degradation 
des  graisses  et  la  synthese  des  proteines  dans  les 
cellules,  grace  a  des  facteurs  dont  elle  stimule  la 
secretion  par  le  foie  :  les  somatomedines  (ou 
Insulin  like  Growth  Factors  :  IGF).  Elle  intervient 
aussi  dans  les  divisions  cellulaires,  via  les  IGF,  et 
agit  principalement  sur  la  croissance  des  os  et 
des  muscles,  et  done  sur  la  taille  finale  des  indivi- 


cessus  qui  conduisent  a  l'accrochage  des  sucres 
sur  les  chaines  polypeptidiques  a  ete  en  particulier 
conduite  de  maniere  detaillee  sur  les  cellules  cali- 
ciformes  a  mucus  (intestin  grele  des  Mammiferes), 
connues  pour  produire  en  abondance  des  pro¬ 
teines  tres  riches  en  sucres,  a  consistance  vis- 
queuse  en  solution,  et  nominees  mucoproteines 
(voir  figure  9.16).  Le  principe  des  experiences  est 
celui  du  pulse-chase,  mais  utilisant  cette  fois-ci  des 
precurseurs  radioactifs  de  polysaccharides,  a 
savoir  des  sucres  simples  ou  des  derives  de  sucres, 
que  l'on  trouve  dans  les  motifs  glycosyles  des 
proteines.  Les  resultats  obtenus  avec  les  sucres  sui- 
vants  :  mannose,  galactose,  fucose,  N-acetyl-gluco- 
samine,  acide  N-acetyl-neuraminique  (acide 
sialique),  montrent  que  deux  compartiments  sont 
mis  en  jeu  dans  les  glycosylations. 

Au  niveau  du  RR  ou  des  microsomes  rugueux 
purifies,  comme  le  montrent  les  autoradiographies 
ou  les  dosages  pratiques  apres  un  pulse,  on  a  deja 
vu  que  seuls  des  residus  glucose,  mannose  ou  ace¬ 
tyl-glucosamine  sont  accroches  aux  proteines  (N- 
glycosylation)  ;  a  partir  de  la,  le  trajet  au  cours  de 


dus.  Le  nanisme  et  le  gigantisme  sont  des  anoma¬ 
lies  dues  a  une  secretion  anormale  de  la  GH. 

Le  nanisme  peut  resulter  de  plusieurs  causes, 
parmi  lesquelles  :  une  deficience  de  la  GH 
(absence,  ou  forme  anormale),  une  synthese 
insuffisante  des  IGF  ou  un  defaut  des  recepteurs 
de  la  GH  dans  les  cellules  cibles.  Une  insuffi- 
sance  precoce  de  secretion  de  toutes  les  hor¬ 
mones  hypophysaires  (congenitale  ou  due  a  une 
tumeur)  est  a  l'origine  de  la  plupart  des  nanismes. 
Dans  ce  cas,  la  vitesse  de  croissance  de  tous  les 
organes  est  ralentie,  mais  le  developpement  du 
corps  reste  harmonieux.  Les  enfants  presentant 
un  retard  marque  de  croissance  sont  actuelle- 
ment  traites  par  des  injections  de  GH  humaine 
recombinante,  issue  de  Bacteries. 

L'hypersecretion  de  la  GH  pendant  l'enfance 
conduit  au  gigantisme  (jusqu'a  2,40  m),  avec  des 
membres  bien  proportionnes.  Si  elle  se  produit 
chez  l'adulte,  elle  conduit  a  l'acromegalie,  une 
hypertrophie  des  os  du  visage  et  des  extremites. 
La  cause  en  est  souvent  une  tumeur,  et  la  seule 
therapie  est  l'ablation  chirurgicale. 


la  chasse  est  le  meme  que  celui  decrit  precedem- 
ment  pour  les  chaines  polypeptidiques  seules.  Par 
contre,  pour  le  galactose,  le  fucose  ou  l'acide  N-ace- 
tyl-neuraminique,  c'est  au  niveau  de  l'appareil  de 
Golgi  seulement  qu'on  detecte  les  premiers  signes 
de  marquage.  De  la  meme  fagon,  on  peut  montrer 
que  d'autres  modifications  des  proteines,  telles 
que  la  sulfatation  ou  la  phosphorylation,  ont  lieu 
dans  les  dictyosomes,  et  qu'elles  se  poursuivent 
dans  les  vesicules  de  secretion. 

La  conclusion  de  ces  experiences  est  que  la  syn¬ 
these  des  proteines  secretees  est  un  processus  long 
et  complexe,  mettant  en  jeu  plusieurs  comparti¬ 
ments  cellulaires  collaborant  a  une  meme  fonction. 
La  notion  de  compartimentation  en  biologie  cellu- 
laire  ne  doit  pas  etre  concue  de  fa  con  etroite  et  sta- 
tique,  car  on  est  amene  a  observer  que  certaines 
fonctions  ne  sont  pas  l'apanage  d'organites  parti- 
culiers.  Les  mecanismes  de  glycosylation  des  pro¬ 
teines  transitant  a  travers  l'appareil  de  Golgi  sont 
extremement  complexes  et  il  est  necessaire  de 
beaucoup  simplifier  les  choses  ;  une  premiere  dis¬ 
tinction  doit  etre  faite  entre  les  N-  et  les  O-glycosy- 
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Figure  9.16 

Aspect  polarise  d'une  cellule  secretrice  specialisee  : 
la  cellule  caliciforme  a  mucus 

(a)  Ce  type  de  cellules  allongees,  tres  riches  en  grains  de 
secretion,  se  rencontre  dans  l'epithelium  de  l'intestin 
grele  des  Vertebres,  entre  les  enterocytes  ;  elles  secretent 
d'abondantes  quantites  de  glycoproteines  et  de  polysac¬ 
charides  qui  forment  un  mucus  protecteur  apres  exocy- 
tose.  (D'apres  C.  Leblond). 

(b)  Exocytose  d'un  granule  de  mucus. 


lations,  des  leur  arrivee  dans  les  premiers  saccules 
golgiens. 

3.3.1.  POURSUITE  DE  LA  N-GLYCOSYLATION 

Ces  phenomenes  concernent  les  groupements 
oligosaccharidiques  fixes  au  niveau  de  l'aspara- 
gine,  et  remanies  dans  le  RR.  Deux  cas  sont  pos¬ 
sibles. 

•  Le  tronc  elague  dont  on  a  parle  plus  haut  n'est 
plus  modifie  (au  moins  en  ce  qui  concerne  les 
sucres)  et  on  obtient  un  motif  simple  dit  « riche  en 
mannose  »,  caracterisant  les  proteines  qu'on 
retrouvera  specifiquement  dans  les  lysosomes. 

•  La  deglycosylation  se  poursuit  dans  les  sac¬ 
cules  cis  jusqu'a  l'obtention  d'un  motif  minimum  a 
sept  sucres  (sur  les  quatorze  de  depart).  Celui-ci 
est  ensuite  l'objet  d'une  nouvelle  glycosylation, 
par  elongation  des  chaines  restantes  dans  les  sac¬ 
cules  medium  et  trans,  qui  implique  des  composes 
differents  de  ceux  de  depart  :  galactose,  fucose, 
acide  sialique...  Dans  ce  dernier  cas,  on  parle  de 
« motifs  complexes »,  dont  il  existe  une  grande 
variete,  mais  qui  restent  toujours  de  petite  taille  : 
moins  de  14-15  residus  sucres  (voir  figure  9.17). 
Chez  les  Mammiferes,  la  thyroglobuline  (proteine 
secretee  par  les  follicules  thyroidiens  ;  voir  cha- 
pitre  7)  est  un  exemple  de  glycoproteine  contenant 
des  oligosaccharides  de  ce  type  qui  represented 
10  %  de  la  masse  de  la  molecule. 

Les  nombreuses  enzymes  mises  en  jeu  (manno- 
sidases,  transferases)  sont  membranaires  et  elles 
agissent  sequentiellement,  le  long  des  differents 
saccules  golgiens.  II  faut  se  representer  le  dictyo- 
some  comme  une  «chaine  de  montage »,  chaque 
saccule  etant  specialise  dans  un  nombre  limite 
d'etapes  de  deglycosylation  ou  de  glycosylation. 

3.3.2.  Realisation  de  la  O-glycosylation 
(simple  et  complexe) 

Deux  situations,  tres  schematiquement,  sont 
rencontrees  en  fonction  de  la  taille  et  de  la  com- 
plexite  des  motifs  glucidiques  ajoutes  aux  pro¬ 
teines.  Chez  les  Animaux,  ces  derniers  sont 
accroches  aux  acides  amines  a  fonction  alcool  :  en 
general,  la  serine  et  la  threonine  (exceptionnelle- 
ment  l'hydroxylysine  :  une  lysine  hydroxylee  post- 
traductionnellement) ;  chez  les  Vegetaux,  un  autre 
acide  amine  peut  etre  utilise  :  l'hydroxyproline 
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-  NANA  =  acide  N- 
acetyl  neuraminique 

-  gal  =  galactose 

-  N-Aglc  =  N-acetyl 
glucosamine 

-  Man  =  mannose 

-  Fuc  =  fucose 

-  Asn  =  asparagine 

-  X  =  acide  amine 
quelconque 

-  Ser  =  serine 

-  Thr  =  threonine 


Figure  9.17 

Motifs  de  glycosylation  complexe  des  proteines 

Ces  differents  motifs  resultent  de  la  modification,  au  sein  de  l'appareil  de  Golgi,  du  motif  oligosaccharidique  commun 
installe  dans  le  reticulum  endoplasmique  rugueux  au  cours  de  la  N-glycosylation. 


(une  proline  elle  aussi  hydroxylee  post-traduction- 
nellement).  Soit  ces  motifs  sont  simples  et  consti- 
tues  de  un  a  quatre  residus  sucres  (ou  derives  de 
sucres),  comme  on  en  touve  dans  la  glycophorine, 
proteine  glycosylee  transmembranaire  tres  abon- 
dante  dans  les  hematies  humaines,  soit  ils  sont  de 
tres  grande  taille  et  tres  complexes  au  plan  chi- 
mique  (chaines  de  glycosaminoglycanes  de 
80  residus  ou  plus  ;  voir  chapitre  14). 

Dans  le  premier  cas,  les  molecules  obtenues 
sont  nominees  glycoproteines  ;  la  partie  gluci- 
dique  ne  represente  jamais  plus  de  50-60  %  de  la 
masse  totale  de  la  molecule.  Dans  le  second  cas,  on 
peut  obtenir  des  molecules  de  tres  haute  masse 
moleculaire,  dont  l'essentiel  est  constitue  de  sucres 
ou  derives  (jusqu'a  95  %)  et  dont  la  partie  axiale, 
proprement  proteique,  devient  tres  minoritaire  en 
masse  ;  de  telles  molecules  sont  nominees  proteo- 
gly canes.  Les  derives  sucres  de  ces  dernieres  pos- 
sedent  des  groupements  substitues  divers  :  acides, 
amines,  acetyles,  sulfates...,  qui  conferent  a  ces 
macromolecules  des  proprietes  de  charge  elec- 
trique  et  d'hydrophilie  remarquables.  Les  proteo- 
glycanes  sont  des  composes  de  secretion  que  l'on 
retrouve  dans  les  espaces  extracellulaires,  sous 
forme  de  matrice  extracellulaire  plus  ou  moins 


mineralisee  :  tissu  conjonctif,  cartilage...  (en  asso¬ 
ciation  avec  des  proteines  ;  voir  chapitre  13).  Les 
mucus  divers,  a  role  protecteur  ou  lubrifiant,  pro- 
duits  par  les  organismes  ou  les  etres  unicellulaires 
sont  aussi  des  molecules  de  ce  type. 

3.3.3.  Enzymologie  de  la  O-glycosylation 

La  synthese  des  longues  chaines  de  sucres 
modifies,  le  greffage  des  sulfates  (grace  a  des 
sulfo-transferases),  l'accrochage  sur  les  chaines 
polypeptidiques,  se  deroulent  dans  les  saccules  les 
plus  extemes  de  l'appareil  de  Golgi,  ou  toutes  ces 
reactions  sont  catalysees  par  une  panoplie  com¬ 
plexe  d'enzymes  membranaires  ou  solubles  appro¬ 
priates.  L'accumulation  de  tels  composes  dans  les 
saccules  trans  des  dictyosomes  est  sans  doute  res- 
ponsable  de  leur  aspect  gonfle  et  irregulier. 

Les  sucres  utilises  comme  substrats  sont  en  fait 
des  molecules  activees  :  les  nucleotides-sucres 
(UDP-glucose,  le  GDP-mannose,  l'UDP-galactose, 
l'UDP  N-acetylglucosamine...).  Ces  composes  sont 
produits  dans  le  hyaloplasme  et  doivent  etre 
importes  dans  les  saccules  golgiens  pour  assurer  la 
glycosylation.  La  membrane  de  ces  derniers 
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contient  en  fait  de  nombreux  transporteurs  speci- 
fiques  fonctionnant  comme  des  antiports  :  ils 
echangent  un  nucleotide-sucre  exterieur  contre  le 
nucleotide  seul  correspondant,  obtenu  apres  la 
reaction  de  glycosylation  (celui-ci  est  ainsi  reex- 
porte  et  recycle).  Toutes  les  glycosyl-transferases, 
qui  accrochent  les  sucres  les  uns  apres  les  autres  et 
allongent  les  chaines,  sont  des  proteines  membra- 
naires  intrinseques  dont  le  site  actif  est  tourne  vers 
la  lumiere  du  saccule  ;  parmi  celles-ci,  la  galacto¬ 
syl-transferase  constitue  un  excellent  marqueur 
des  microsomes  golgiens.  L'addition  d'acide  sia- 
lique,  qui  marque  en  general  la  fin  des  chaines  sac- 
charidiques,  a  lieu  dans  le  reseau  transgolgien. 

L'ordre  exact  des  monomeres  est  impose  par  la 
sequence  des  rections  d'accrochage,  elle-meme 
determinee  par  la  specificite  des  nombreuses 
transferases  mises  en  jeu  :  celles-ci  ne  reconnais- 
sent  en  effet  comme  substrats  que  certains  motifs 
devant  subir  la  polymerisation  et  certains  sucres 
actives  precis.  La  sequence  d'elongation  est  ordon- 
nee  car  le  produit  d'une  reaction  devient  le  sub- 
strat  unique  de  la  suivante,  et  ainsi  de  suite.  II  faut 
enfin  signaler  que  des  residus  glucidiques  peuvent 
aussi  etre  accroches  aux  lipides  membranaires,  les 
enzymes  mises  en  jeu  etant  souvent  les  memes  que 
celles  signalees  plus  haut.  On  peut  illustrer  ceci  en 
disant  que  les  motifs  caracteristiques  des  groupes 
sanguins  A,  B  et  O  sont  communs  aux  glycopro¬ 
teines  et  aux  glycolipides  de  la  surface  des  glo¬ 
bules  rouges  chez  l'Homme. 


3.3.4.  Diversite  des  roles 

DE  LA  GLYCOSYLATION  DES  PROTEINES 

La  diversite  et  l'ampleur  des  phenomenes  de 
glycosylation  des  proteines  conduisent  a  s'interro- 
ger  sur  ses  fonctions  biologiques.  Un  role  de 
protection  peut  tout  d'abord  etre  evoque  ;  les 
oligosaccharides  courts  de  type  N  ou  O  ne  sont 
pas  flexibles  et  comme  ils  font  saillie  a  la  surface 
des  proteines,  ils  permettent  sans  doute  de  dimi- 
nuer  l'accessibilite  a  d'autres  macromolecules  qui 
pourraient  leur  etre  «nuisibles»,  telles  que  des 
proteases.  Ceci  est  sans  doute  vrai  pour  les  pro¬ 
teines  secretees  dans  la  lumiere  ou  a  la  surface  de 
1' epithelium  de  l'intestin  des  Vertebres,  qui  consti¬ 
tue  un  milieu  tres  agressif  (presence  des  sues 
digestifs),  et  pour  les  proteines  lysosomales  (voir 
chapitre  7).  Les  glycoproteines  sont  rendues  tres 
hydrosolubles  par  la  presence  des  nombreux  grou- 
pements  polaires  neutres  ou  charges  qu'elles  por¬ 
tent  a  leur  surface  ;  elles  peuvent  ainsi,  comme  e'est 


le  cas  pour  les  proteines  des  matrices  extracellu- 
laires,  former  des  gels  hydrates  plus  ou  moins 
laches  assurant  une  grande  diversite  de  fonctions 
(voir  chapitre  14).  De  meme,  la  lutte  contre  la 
deshydratation,  chez  certains  organismes,  est  assu- 
ree  par  des  mucoproteines  fortement  glycosylees 
et  retenant  de  grandes  quantites  d'eau  (mucus  des 
Amphibiens,  des  Mollusques  terrestres...). 

De  maniere  plus  subtile,  nous  verrons  plus  tard 
que  la  reconnaissance  entre  cellules  et  l'adherence 
intercellulaire  au  sein  des  tissus  sont  condition- 
nees  par  des  glycoproteines  membranaires  de  sur¬ 
face  :  molecules  de  type  cadherines,  CAM...  ;  les 
jonctions  intercellulaires  specialisees  contiennent 
egalement  des  molecules  de  ce  type  (voir  cha¬ 
pitre  14).  L'intervention  de  motifs  oligosacchari- 
diques  dans  le  tri  intracellulaire  des  proteines  sera 
discutee  plus  tard  avec  l'exemple  des  proteines 
lysosomales.  Tous  les  mecanismes  de  reconnais¬ 
sance  du  soi,  de  marquage  des  cellules  chez  les 
organismes  superieurs  (groupes  sanguins,  pheno¬ 
menes  d'histocompatibilite...),  mettent  aussi  en 
jeu  des  glycoproteines  et  des  glycolipides  de  sur¬ 
face.  Enfin,  des  donnees  recentes  suggerent  que  la 
glycosylation  soit  impliquee  dans  la  structuration 
meme  des  proteines. 


3.4  Clivages  proteolytiques 


3.4.1.  EXEMPLES  ET  MECANISMES  EN  JEU 

Outre  la  suppression  de  la  sequence-signal  N- 
terminale  des  proteines  de  secretion  et  de  certaines 
proteines  membranaires,  qui  a  lieu  dans  le  RR 
alors  que  la  proteine  est  encore  naissante,  d'autres 
evenements  de  clivage  (post-traductionnels)  peu¬ 
vent  avoir  lieu  dans  l'appareil  de  Golgi.  Ces  cli¬ 
vages  tardifs  commencent  dans  les  saccules  trans 
du  dictyosome  et  se  poursuivent  en  general  dans 
les  vesicules  de  secretion.  Les  proteines 
suivantes  sont  ainsi  l'objet  de  clivages  internes  : 
albumine,  insuline,  glucagon,  hormone  parathy- 
roidienne...  ;  ce  phenomene  n'est  cependant  pas 
universel  et  on  connait  de  nombreuses  proteines 
secretees  non  modifiees  au  cours  de  leur  trajet  : 
hormone  de  croissance,  lyzozyme,  ovomucoi'de... 

Les  precurseurs  synthetises  dans  le  RR  sont 
inactifs  ;  ils  doivent  absolument  subir  ces  clivages 
pour  acquerir  leur  activite.  Les  enzymes  assurant 
les  coupures  sont  des  proteases  membranaires. 
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dont  le  site  catalytique  est  tourne  vers  la  lumiere 
du  saccule  golgien  ;  elles  reconnaissent  des  paires 
d'acides  amines  basiques  le  long  de  la  chaine  poly- 
peptidique  a  couper  :  Lys-Lys,  Arg-Arg,  Arg-Lys, 
Lys-Arg.  Les  clivages  ont  lieu  a  droite  de  ces 
sequences  (du  cote  COOH).  Dans  certains  cas,  des 
exopeptidases  C-terminales  eliminent  ces  deux 
acides  amines  qui  ont  servi  de  signal,  une  fois 
qu'ils  ont  rempli  leur  role.  On  peut  illustrer  ceci  en 
decrivant  le  processus  de  fabrication  de  l'insuline, 
hormone  pancreatique  secretee  par  les  cellules  (3 
des  «ilots  de  Langerhans»  (voir  figure  9.18). 

L'insuline  est  fabriquee  dans  le  RR  sous  forme 
d'une  pre-pro-insuline  (108  acides  amines) ;  apres 
elimination  du  peptide  signal,  elle  devient  pro- 
insuline  et  elle  passe  sous  cette  forme  dans  l'appa- 
reil  de  Golgi,  grace  aux  vesicules  de  transition. 
Comme  on  l'a  dit  plus  haut,  elle  a  acquis  ses  struc¬ 
tures  secondaire  et  tertiaire  :  les  extremites  N  et  C 


se  sont  rapprochees  au  sein  d'une  structure  stabili¬ 
sed  par  deux  ponts  disulfure  (il  existe  deux  cys¬ 
teine  a  chaque  extremite).  Au  cours  de  son  trajet 
dans  les  saccules  golgiens,  l'insuline  est  empaque- 
tee  dans  les  memes  vesicules  qu'une  endoprotease 
qui  provoquera  en  son  sein  deux  coupures  proteo- 
lytiques  grace  aux  signaux  vus  plus  haut.  Le  resul- 
tat  est  l'elimination  d'une  longue  boucle  d'acides 
amines  (peptide  C)  et  l'obtention  de  la  forme 
mature  de  l'hormone,  constitute  par  deux  courtes 
chaines  paralleles  reunies  par  des  ponts  disulfure 
(peptides  A  et  B  :  21  et  30  acides  amines).  Cette 
forme  definitive  n'est  obtenue  que  dans  les  vesi¬ 
cules  bourgeonnant  du  reseau  trans  de  l'appareil 
de  Golgi,  qui  subissent  rapidement  l'exocytose. 

Le  cas  du  glucagon  (une  autre  hormone  pan¬ 
creatique)  est  voisin  mais  il  y  a  besoin  ici  de  trois 
clivages  successifs  par  une  endoprotease  et  de 
l'action  d'une  carboxypeptidase  pour  eliminer  les 
acides  amines  basiques  fonctionnant  comme  signal. 


pre-pro-insuline 


Figure  9.18 

Clivages  proteolytiques  conduisant  a  la  production 
de  l'insuline 

Apres  avoir  acquis  sa  structure  tertiaire,  cette  hormone 
est  decoupee  en  trois  fragments,  dont  un  sera  elimine  (c). 
Ces  evenements  de  clivage  tres  specifiques  se  deroulent 
dans  l'appareil  de  Golgi  et  dans  les  vesicules  de  secretion. 


3.4.2.  P OLYPROTEINES 

Cette  strategie  de  clivage  est  poussee  a  l'extreme 
dans  le  cas  des  polyproteines,  qui  contiennent  de 
multiples  copies  d'une  meme  courte  sequence 
peptidique  :  un  seul  precurseur  permet  d'obtenir 
plusieurs  produits  identiques  ou  voisins  a  partir 
du  meme  gene  (neuropeptides  de  type  enkepha- 
lines,  hormones  de  l'antehypoplyse  :  ACTH, 
endorphines...).  Ce  systeme  a  ete  developpe 
essentiellement  par  des  cellules  secretrices  de 
toxines,  d'hormones  ou  d'enzymes,  et  a  sans  doute 
pour  effet  de  retarder  jusqu'au  dernier  moment 
(celui  de  la  secretion)  la  production  de  la  forme 
fonctionnelle  des  proteines,  qui  auraient  pu  etre 
nuisibles  ou  toxiques  pour  la  cellule.  C'est  enfin 
une  fagon  de  fabriquer  des  peptides  actifs  tres 
courts  (cinq  acides  amines)  qui  ne  pourraient  pro- 
bablement  pas  etre  synthetises  sur  des  ribosomes 
selon  le  processus  habituel  de  la  traduction. 


3.5  Synthese  de  glycoproteines 
et  de  polysaccharides  parietaux 
chez  les  Vegetaux  et  les  Champignons 


Outre  des  composes  de  nature  polysacchari- 
dique,  la  paroi  des  Vegetaux  superieurs  contient 
une  faible  proportion  de  glycoproteines  (0,1  a  10  % 
de  la  masse  seche).  Ces  molecules  secretees,  qui 
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sont  fabriquees  dans  le  RR  selon  le  mecanisme 
d'insertion  classique,  modifiees  a  travers  l'appareil 
de  Golgi  et  exportees  grace  a  des  vesicules,  sont 
caracterisees  par  une  grande  richesse  en  un  acide 
amine  particulier  :  l'hydroxyproline.  Ce  dernier 
sert  de  substrat  a  l'accrochage,  par  O-glycosyla- 
tion,  de  courtes  chaines  oligosaccharidiques  d'ara- 
binose  (une  a  quatre  unites).  De  plus,  certaines 
molecules  de  serine  du  polypeptide  sont  greffees 
avec  du  galactose.  Ces  glycoproteines  sont  nom¬ 
inees  HRGP  ( hydroxyprolin  rich  glycoproteins,  en 
anglais),  ou  bien  parfois  extensines,  car  on  pense 
qu'elles  conferent  une  certaine  elasticity  a  la  paroi. 


Chez  les  Vegetaux,  l'appareil  de  Golgi  participe 
surtout  a  la  synthese  et  a  la  secretion  de  consti- 
tuants  polysaccharidiques  de  la  matrice  parietale, 
represents  essentiellement  par  les  pectines  et  les 
hemicelluloses.  On  rappelle  que  la  cellulose,  com- 
posant  fibrillaire  majeur  de  la  paroi,  fait  l'objet 
d'un  mode  de  synthese  totalement  different,  au 
niveau  de  structures  specialisees  localisees  a  la 
surface  de  la  membrane  plasmique.  Les  deux 
types  de  polysaccharides  secretes  sont  des  mole¬ 
cules  tres  complexes  formees  d'un  axe  (d'acide 
galacturonique  et  de  rhamnose,  pour  les  pre¬ 
mieres,  et  de  glucose  ou  de  xylose,  pour  les 
secondes),  portant  des  branches  laterales,  mono- 
tones  ou  pas,  contenant  divers  sucres  :  galactose, 
arabinose,  xylose,  fucose...  (voir  chapitre  13). 


La  polymerisation  de  ces  composes  a  lieu  dans 
la  lumiere  des  saccules  golgiens,  grace  a  des 
enzymes  membranaires  (glycosyl-transferases) 
dont  les  sites  actifs  sont  tournes  vers  l'interieur.  De 
meme  que  chez  les  cellules  animales,  ces  enzymes 
utilisent  comme  substrats  des  sucres  actives  syn- 
thetises  dans  le  hyaloplasme,  afin  d'allonger  les 
chaines  polysaccharidiques  par  leur  extremite,  et 
de  greffer  les  branches  laterales.  La  sequence  spe- 
cifique  des  sucres  est  egalement  determinee  par  la 
specificite  des  nombreuses  transferases  mises  en 
jeu,  celles-ci  ne  reconnaissant  comme  substrats  que 
certains  motifs  devant  subir  la  polymerisation  et 
certains  sucres  actives  precis.  Le  transfert  des  pre- 
curseurs  a  travers  les  membranes  golgiennes  et 
leur  concentration  dans  les  saccules  sont  assures 
par  une  multitude  de  transporteurs  specialises. 
Les  techniques  histochimiques  (test  APS  applique 
a  la  microscopie  electronique)  montrent  que  les 
grosses  vesicules  emises  par  l'appareil  de  Golgi 
sont  remplies  de  ces  polysaccharides  et  qu'elles 
fusionnent  avec  la  membrane  plasmique  ;  l'exocy- 
tose  est  ici  aussi  l'etape  finale  de  ce  processus. 


La  paroi  des  Champignons  a  une  composition 
differente  de  celle  des  Vegetaux,  et  elle  est  en  par¬ 
ticulier  plus  riche  en  proteines.  Les  principes  de 
son  elaboration  sont  cependant  identiques  a  ce  qui 
vient  d'etre  decrit,  en  ce  qui  concerne  la  secretion 
des  polysaccharides  et  des  polypeptides  parietaux. 


4.  ROLE  DE  L'APPAREIL 
DE  GOLGI  DANS  LE  TRI 
DES  PROTEINES  DE  LA  VOIE 
DE  SECRETION 


Nous  avons  annonce  plus  haut  que  trois  voies 
majeures  partent  de  l'appareil  de  Golgi,  en  ce  qui 
concerne  les  proteines  qui  y  transitent.  Dans  le 
detail,  on  distingue  cependant  cinq  destinations 
differentes  pour  ces  molecules  :  deux  cas  de  figure 
peuvent  se  presenter  pour  les  proteines  de  la 
membrane  plasmique  ;  de  meme,  pour  l'exocytose, 
les  secretions  continue  et  intermittente  ont  ete  dif- 
ferenciees  ;  enfin,  les  lysosomes  constituent  une 
derniere  possibility  d'aiguillage.  Le  tri  des  pro¬ 
teines  et  leur  distribution  dans  differents  types  de 
vesicules  sont  realises  au  niveau  du  reticulum 
transgolgien  ;  cette  observation  conduit  a  se  poser 
les  questions  suivantes  : 

-  comment  des  proteines  particulieres  y  sont-elles 
concentrees  dans  un  type  unique  de  vesicules  ? 

-  comment  ces  vesicules  sont-elles  envoyees  vers 
des  cibles  precises  ? 

-  comment  se  font  le  tri  et  la  separation,  pour  les 
proteines  membranaires  et  solubles,  entre  les 
deux  voies  de  secretion  ? 


4.1  Repartition  des  proteines  membranaires 
dans  divers  domaines  de  surface 
chez  les  cellules  polarisees 


Les  cellules  epitheliales,  en  particulier  celles  a 
vocation  secretrice,  sont  caracterisees  par  l'exis- 
tence  d'une  forte  polarite  morphologique  et  fonc- 
tionnelle.  Au  niveau  de  leur  membrane  plasmique, 
ceci  se  traduit  par  une  differenciation  en  deux 
domaines  : 

-  le  domaine  apical,  qui  porte  les  microvillosites, 
des  transporteurs  et  des  enzymes  specifiques 
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chez  les  enterocytes,  ou  bien  au  niveau  duquel 
fusionnent  les  vesicules  d'exocytose,  chez  les  cel¬ 
lules  pancreatiques  ou  caliciformes ; 

-le  domaine  basolateral,  qui  couvre  les  cotes  de 
la  cellule  et  sa  partie  basale. 


Dans  les  enterocytes,  la  membrane  plasmique 
porte  des  transporteurs  qui  lui  sont  propres,  ainsi 
que  de  nombreux  systemes  d'ancrage  (jonctions)  ou 
de  communication  intercellulaire  (voir  figure  9.19 
et  chapitres  6,  11  et  13).  Ces  deux  domaines  fonc- 


Figure  9.19 

Schema  d'une  cellule  polarisee  :  I'enterocyte  de  Vertebre  (voir  aussi  les  figures  6.14  et  11.14) 

A  travers  ses  diverses  differenciations  :  cytosquelette,  jonctions  intercellulaires,  transporteurs,  enzymes  et  structures 
membranaires,  cette  cellule  illustre  bien  les  rapports  existant  entre  polarite  structurale  et  polarite  fonctionnelle.  Elle 
montre  aussi  la  necessite  d'un  centre  de  tri  au  sein  de  la  cellule,  dont  le  role  est  d'adresser  toutes  les  proteines  consti- 
tutives  de  ces  structures  vers  leurs  destinations  finales.  La  fodrine  est  une  proteine  de  la  famille  des  spectrines. 
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tionnellement  distincts  sont  separes  par  un  type  de 
jonction  particulier  qui  soude  les  membranes  de 
deux  cellules  voisines  et  empeche  ainsi  toute  diffu¬ 
sion  laterale  (par  fluidite  membranaire)  des  consti- 
tuants  qui  leur  sont  specifiques.  La  question  qui 
est  posee  ici  est  done  de  savoir  comment  les  prote- 
ines  membranaires  intrinseques  et  celles,  solubles, 
qui  leur  sont  associees  (extrinseques),  sont  triees  et 
aiguillees  vers  ces  deux  domaines.  Pour  les  pre¬ 
mieres,  qui  transitent  par  l'appareil  de  Golgi  et 
atteignent  la  membrane  par  exocytose,  on  doit 
imaginer  un  systeme  d'etiquetage  moleculaire 
semblable  a  celui  que  l'on  etudiera  plus  loin  pour 
les  lysosomes  ou  les  proteines  secretees. 

II  existe  un  modele  experimental  qui  apportera 
sans  doute  des  reponses  a  ces  questions  :  il  s'agit 
des  Virus  enveloppes  parasitant  des  cellules  ani- 
males,  qui  bourgeonnent  au  niveau  de  la  mem¬ 
brane  plasmique  pour  sortir  des  cellules-hotes 
infectees.  Grace  a  des  cellules  epitheliales  cultivees 
in  vitro,  qui  gardent  leur  caractere  polarise  en  cul¬ 
ture,  on  a  montre  que  differents  Virus  ont  des 
«voies  de  sortie »  distinctes  :  par  exemple,  le  virus 
de  la  grippe  bourgeonne  sur  la  face  apicale  des  cel¬ 
lules,  tandis  que  le  Virus  de  singe  nomme  VSV 
bourgeonne  au  niveau  basolateral.  II  est  connu  que 
le  bourgeonnement  est  lie  a  la  presence  de  pro¬ 
teines  virales  qui  sont  specifiquement  adressees  a 
ces  deux  domaines  membranaires.  Des  expe¬ 
riences  de  genie  genetique  utilisant  des  proteines 
modifiees,  dites  chimeres,  associees  a  une 
approche  immunocytochimique  (permettant  de 
suivre  le  mouvement  des  proteines  au  sein  de  la 
cellule)  montrent  qu'une  etiquette  d'origine  gol- 
gienne  existe  et  qu'elle  est  portee  par  le  domaine 
intraluminal  (face  extracellulaire)  des  proteines 
membranaires  concernees.  La  nature  du  signal  et 
le  mecanisme  de  tri  dans  le  reseau  transgolgien 
n'ont  pas  ete  entierement  elucides. 


4.2.  Separation  des  voies  de  secretion 
constitutive  et  controlee 


Les  vesicules  destinees  a  la  voie  controlee  ont 
une  propriete  originale  :  elles  sont  initialement 
recouvertes  de  clathrine  (qui  est  perdue  des  que  la 
vesicule  est  close)  ;  la  concentration  en  leur  sein 
d'un  nombre  limite  et  bien  precis  de  proteines 
implique  un  mecanisme  de  tri  destine  a  les  separer 
de  celles  utilisant  la  voie  constitutive.  On  a  montre 
qu'il  existe,  dans  le  reseau  transgolgien,  des  pro¬ 
teines  membranaires  de  type  recepteur  qui  ne 


reconnaissent  et  ne  fixent  (du  cote  de  la  lumiere) 
que  les  proteines  appartenant  a  la  voie  controlee. 
Toutes  ces  proteines  secretees  doivent  done  porter, 
sans  doute  a  leur  surface,  un  signal  de  tri  commun 
permettant  de  les  rassembler  et  de  les  concentrer 
au  sein  de  vesicules  ;  la  formation  d'agregats,  liee 
a  la  proximite  des  recepteurs  au  sein  de  la  mem¬ 
brane,  pourrait  favoriser  le  bourgeonnement  de 
ces  dernieres.  Ce  mecanisme  rappelle  ce  qui  a  deja 
ete  decrit  pour  la  capture  et  la  concentration  de 
proteines  extracellulaires  fixees  par  les  recepteurs 
de  la  membrane  plasmique  (voir  chapitre  7).  Un 
point  commun  entre  ces  deux  processus  est  la 
mise  en  oeuvre  pour  l'intemalisation,  dans  un  cas, 
et  le  bourgeonnement  dans  l'autre,  de  molecules 
de  clathrine. 

Pour  ce  qui  concerne  la  voie  constitutive,  on 
considere  actuellement  qu'elle  ne  necessite  pas  de 
signal  de  tri  particulier  des  proteines,  a  la  diffe¬ 
rence  de  la  precedente  et  de  celle  mise  en  oeuvre 
pour  les  proteines  lysosomales  (voir  plus  loin).  Ce 
type  de  signalisation  negative  est  dit  «par 
defaut»  ;  les  vesicules  mises  en  jeu  sont  initiale¬ 
ment  recouvertes  d'un  feutrage  ne  contenant  pas 
de  clathrine.  Un  schema  general  resumant  ce  qui 
est  connu  a  l'heure  actuelle  en  ce  qui  concerne  le 
tri  des  proteines  dans  l'appareil  de  Golgi  est 
donne  dans  la  figure  9.20. 

4.3  Principe  de  I'adressage  des  proteines 
vers  le  compartiment  lysosomal 


Les  phenomenes  d'aiguillage  de  proteines  vers 
des  vesicules  specifiques  et  de  reconnaissance 
entre  compartiments  sont  done  en  general  mal 
connus  ;  le  seul  exemple  d'etiquetage  et  d'adres- 
sage  de  proteines  qui  soit  actuellement  decrit  en 
detail  au  niveau  moleculaire  est  celui  des  lyso¬ 
somes.  Ces  derniers  ont  ete  presentes  au  plan 
structural  et  fonctionnel  dans  le  chapitre  7. 


4.3.1.  Rappels  et  problematique 

On  rappelle  que  ces  organites  constituent  un 
ensemble  tres  polymorphe  de  vesicules  unimem- 
branaires  d'origine  golgienne,  contenant  une 
importante  collection  d'enzymes  hydrolytiques. 
Comment  de  telles  vesicules,  bourrees  d'hydro- 
lases,  se  forment-elles  et  « savent-elles »  qu'elles 
doivent  aller  uniquement  fusionner  avec  un  endo- 
some  (et  non  avec  n'importe  quel  organite),  ou 
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synthese 
des  proteines 

modification  et  tri  des  proteines 

exocytose  des  proteines 

Figure  9.20 

Diverses  voies  suivies  par  les  proteines  a  travers  I'appareil  de  Golgi 

Trois  voies  sont  identifiees,  qui  conduisent  les  proteines  vers  les  lysosomes,  la  membrane  plasmique  ou  le  milieu 
extracellulaire.  Deux  modes  de  secretion  doivent  etre  distingues  :  le  mode  controle,  qui  concerne  les  cellules  secre- 
trices  specialisees,  et  le  mode  constitutif,  qui  concerne  toutes  les  cellules.  Le  transport  retrograde  des  proteines  du  reti¬ 
culum  (proteines  residentes  et  recepteurs  associes)  est  mentionne. 

Noter  la  presence  ou  non  de  clathrine  sur  certaines  des  vesicules  impliquees  dans  ces  processus. 


bien  eclater  a  la  surface  de  la  cellule  ?  Ce  systeme 
est  bien  connu  pour  ce  qui  concerne  les  meca- 
nismes  de  concentration  de  proteines  donnees  au 
sein  d'une  meme  vesicule.  Les  enzymes  lysoso- 
males  sont  en  effet  tres  faciles  a  caracteriser,  a 
mettre  en  evidence  cytologiquement  (cytoenzymo- 
logie,  immunocytochimie)  et  a  purifier.  On  montre 
qu'elles  sont  toutes  munies,  au  depart,  d'une 
sequence-signal  d'adressage  normale  vers  le  RR, 
comme  celle  decrite  pour  toutes  les  proteines 
secretees.  La  question  est  de  savoir  comment  cette 
collection  unique  de  proteines  particulieres  est 
ensuite  triee  dans  I'appareil  de  Golgi  parmi  les 
centaines  qui  y  penetrent  a  tout  instant. 


4.3.2.  Mecanismes  moleculaires 

DE  L'ADRESSAGE  VERS  LES  LYSOSOMES 

Deux  elements  d'explication  ont  ete  mis  en  evi¬ 
dence. 

•  Toutes  les  hydrolases  lysosomales  possedent 
des  residus  N-glycosyles  portant  des  mannose 
6-phosphate.  On  a  deja  signale  que  la  N-glycosyla- 
tion  commengait  dans  le  RR  et  que  meme  une 
deglycosylation  partielle  avait  lieu  dans  ce  com- 
partiment.  A  la  sortie  du  reticulum,  toutes  les  pro¬ 
teines  possedent  done  des  motifs  riches  en 
mannose  mais  seules  celles  destinees  aux  lyso¬ 
somes  seront  phosphorylees  au  niveau  de  ces 
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sucres,  dans  les  saccules  cis  des  dictyosomes  ;  le 
mecanisme  de  reconnaissance  de  ces  dernieres 
sera  decrit  plus  loin.  Cette  phosphorylation 
empeche  en  fait  toute  evolution  ulterieure  de  la 
glycosylation  car  les  diverses  glycosidases  gol- 
giennes  agissant  ulterieurement  sont  inefficaces 
sur  des  motifs  glucidiques  deja  phosphoryles.  On 
a  la  une  premiere  discrimination  entre  deux 
families  de  proteines  au  sein  des  saccules  cis  des 
dictyosomes  :  on  peut  done  parler  d'un  etiquetage 
moleculaire. 

•  II  existe  dans  les  membranes  du  reseau  trans- 
golgien  des  proteines  intrinseques  qui  fonction- 
nent  comme  des  recepteurs  au  mannose  6-P.  Ces 
molecules,  dont  le  site  de  reconnaissance  est 
tourne  vers  la  lumiere  des  saccules,  sont  capables 
de  reconnaitre  et  de  fixer  specifiquement  les  pro¬ 
teines  possedant  ce  marqueur  moleculaire,  e'est-a- 
dire  les  enzymes  lysosomales.  Selon  un  mecanisme 
encore  peu  clair,  ces  recepteurs  s'accumulent  au 
sein  de  petites  vesicules  recouvertes  de  clathrine 
qui  bourgeonnent  au  niveau  du  reseau  transgol- 
gien.  Apres  avoir  perdu  leur  revetement,  ces  vesi¬ 
cules  deviennent  des  lysosomes  primaires  (voir 
chapitre  7). 

On  comprend  bien  comment  les  recepteurs  au 
mannose  6-P,  qui  sont  rassembles  au  niveau  d'un 
type  particulier  de  vesicules,  trient  et  concentrent 


les  proteines  possedant  le  marqueur  en  question, 
mais  ceci  n'explique  pas  clairement  comment 
d'autres  proteines  sont  exclues  de  ces  vesicules.  Le 
recepteur  au  mannose  6-P  est  bien  caracterise  :  il 
fixe  l'oligosaccharide  a  pH  7  (pH  du  contenu  des 
saccules  golgiens)  et  le  relache  a  pH  6.  De  cette 
fagon,  les  recepteurs  sont  liberes  des  que  les  lyso¬ 
somes  primaires  entrent  en  contact  avec  les  vesi¬ 
cules  endosomales,  dont  le  pH  est  suffisamment 
acide  (voisin  de  5).  Ces  recepteurs  sont  ensuite  a 
nouveau  concentres  dans  des  vesicules  speciali- 
sees  et  reexpedies  vers  le  reseau  transgolgien  ou 
ils  pourront  resservir  :  e'est  l'etape  de  recyclage. 
Les  phosphatases  acides  des  lysosomes  dephos- 
phorylent  enfin  les  residus  mannose  qui  ont  per- 
mis  aux  autres  enzymes  de  s'accumuler  dans  la 
cavite  (voir  figure  9.21). 

Dans  ce  systeme,  l'etape  clef  est  done  constitute 
par  le  marquage  initial  des  mannoses  grace  au 
phosphate  ;  parmi  toutes  les  proteines  qui  entrent 
dans  le  premier  sac  golgien,  comment  se  fait  la 
reconnaissance  de  celles  destinees  aux  seuls  lyso¬ 
somes  ?  On  a  montre  qu'une  enzyme  responsable 
de  ce  processus  reconnait  un  domaine  de  surface 
commun  a  toutes  ces  molecules,  qui  agit  comme 
un  signal.  Cette  enzyme  aurait  done  deux  sites 
specifiques  :  1)  un  site  de  reconnaissance  de  la  pro¬ 
teine  elle-meme,  dont  le  fonctionnement  est  capi- 


reticulum  vesicules  de  endolysosome 

(pH  acide) 


Figure  9.21 

Etiquetage  des  hydrolases  dans  I'appareil  de  Golgi  et  adressage  vers  les  lysosomes 

Les  etapes  principales  sont :  (1)  le  marquage  du  mannose  avec  un  groupement  phosphate  ;  (2)  la  liaison  de  la  proteine 
au  recepteur  du  mannose  6-P  ;  (3)  le  transport  vers  un  endosome  ;  (4)  la  dissociation  de  la  proteine  de  son  recepteur  ; 
(5)  le  recyclage  des  recepteurs  liberes  vers  les  saccules  transgolgiens. 
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tal,  et  2)  un  site  catalytique  banal  participant  a  la 
fixation  d'un  groupement  donneur  de  phosphate 
sur  les  residus  mannose. 

4.3.3.  Adressage  vers  la  vacuole  des  Plantes 
et  des  Champignons 

Les  vacuoles  ressemblent  aux  lysosomes  en  ce 
sens  qu'elles  renferment  de  nombreuses  glycopro- 
teines  de  type  hydrolases  ;  les  precurseurs  de  ces 
dernieres  sont  fabriques  dans  le  RR,  puis  ils  transi- 
tent  a  travers  l'appareil  de  Golgi  et  sont  adresses 
aux  vacuoles.  Contrairement  aux  cellules  ani- 
males,  le  mecanisme  utilise  ne  met  pas  en  ceuvre 
les  motifs  N-glycosyles  riches  en  mannose  et  phos- 
phoryles,  car  la  tunicamycine  (un  inhibiteur  de 
cette  glycosylation)  ne  modifie  pas  l'adressage 
vers  la  vacuole,  du  moins  chez  la  levure.  En 
revanche,  chez  cet  organisme,  il  est  acquis  qu'une 
sequence-signal  commune  de  grande  taille  (50  a 
100  acides  amines)  est  reconnue,  en  raison  de  sa 
conformation,  et  intervient  dans  ce  processus. 
Cette  longue  sequence  est  finalement  clivee  dans 
la  vacuole.  Au  moins  trente  genes  concernant  la 
secretion  et  le  ciblage  des  proteines  ont  ete  identi¬ 
fies  chez  la  levure  ;  ce  materiel  biologique  est  done 
tres  interessant  car  l'isolement  de  ces  genes  y  est 
relativement  aise,  ce  qui  permettra,  par  une 
approche  moleculaire  transversale  basee  sur  une 
homologie  probable  entre  les  genes,  de  rechercher 
ces  derniers  chez  les  organismes  superieurs. 

De  fagon  generale,  chez  les  Vegetaux,  l'adressage 
vers  le  milieu  exterieur  (par  exocytose)  se  ferait  en 
revanche  par  defaut  de  signal,  comme  dans  le  cas 
de  la  voie  constitutive  chez  les  Animaux. 


5.  ROUTAGE  DES  PROTEINES 
VERS  LE  NOYAU, 

LES  ORGANITES 
SEMI-AUTONOMES 
ET  LES  PEROXYSOMES 


5.1  Principe  du  routage  post-traductionnel 


Contrairement  a  ce  qu'on  vient  de  voir  au  sujet 
des  proteines  fabriquees  au  niveau  du  reticulum 
rugueux,  celles  destinees  a  constituer  tous  les 


autres  compartiments  cellulaires  sont  synthetisees 
dans  leur  totalite  au  sein  du  hyaloplasme,  sur  les 
cytoribosomes  libres.  C'est  seulement  dans  un 
deuxieme  temps  que  ces  proteines  achevees  seront 
dirigees  vers  leur  cible  definitive  ;  on  parle  alors 
de  routage  post-traductionnel.  Les  quatre  destina¬ 
tions  majeures  concernees  sont  :  le  hyaloplasme 
lui-meme,  le  noyau,  les  organites  semi-autonomes 
(mitochondries  et  plastes)  et  les  peroxysomes  ;  on 
connait  neanmoins  quelques  rares  cas  particuliers 
d'adressage  post-traductionnel  vers  le  RR. 

Dans  leur  principe,  les  mecanismes  mis  en 
oeuvre  lors  de  ce  routage  rappellent  ce  qui  a  ete 
decrit  au  sujet  de  l'insertion  cotraductionnelle. 
L'importation  d'une  chaine  polypeptidique  dans 
un  organite  donne  necessite  ici  aussi  l'intervention 
du  couple  :  sequence-signal /recepteur  membra- 
naire,  la  premiere  etant  portee  par  la  chaine,  le 
second  etant  porte  par  la  membrane  la  plus  externe 
limitant  l'organite  ;  elle  necessite  de  meme  la  pre¬ 
sence  de  systemes  proteiques  faisant  office  de 
tunnel  transmembranaire.  Une  condition  supple- 
mentaire  doit  cependant  etre  remplie,  au  plan 
energetique  :  l'hydrolyse  de  l'ATP  est  necessaire 
au  fonctionnement  de  proteines  particulieres  (dites 
chaperons),  presentes  dans  le  hyaloplasme,  dont 
le  role  est  de  derouler  la  chaine  polypeptidique 
afin  de  permettre  son  transfert  a  travers  la  mem¬ 
brane  ;  ce  point  fera  l'objet  d'un  developpement 
separe.  Ce  type  de  routage  est  plus  simple  et  sur- 
tout  beaucoup  plus  rapide  que  celui  decrit  plus 
haut,  de  sorte  que  quelques  minutes  seulement 
suffisent  pour  qu'une  proteine  passe  de  son  ribo¬ 
some  hyaloplasmique  a  son  compartiment  final 
apres  avoir  franchi,  dans  certains  cas,  jusqu'a  trois 
membranes. 

Une  majorite  de  proteines  reste  en  fait  dans  le 
hyaloplasme,  ou  elles  sont  amenees  a  fonctionner  : 
les  enzymes  solubles  du  metabolisme  energetique 
et  du  metabolisme  intermediaire  (glycolyse,  voie 
des  hexoses-monophosphates,  synthese  des  acides 
amines  et  des  acides  gras...),  les  proteines  consti- 
tutives  du  cytosquelette  et  leurs  proteines  asso- 
ciees,  les  proteines  membranaires  extrinseques 
dont  la  disposition  est  telle  qu'elles  sont  tournees 
vers  le  hyaloplasme.  Le  cas  de  toutes  ces  proteines 
est  particulier  car  on  n'a  pas  pu  montrer,  a  leur 
sujet,  de  mecanisme  specifique  de  retention  dans 
ce  compartiment.  Elles  restent  au  sein  du  hyalo¬ 
plasme  simplement  parce  qu'elles  ne  possedent 
aucun  signal  de  routage,  contrairement  a  celles  qui 
se  dirigeront  «activement»  vers  les  trois  autres 


278  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


destinations.  Nous  analyserons  en  detail  les  meca- 
nismes  mis  en  oeuvre  pour  aiguiller  des  proteines 
vers  le  noyau,  les  mitochondries  et  les  plastes  ;  le 
routage  vers  les  peroxysomes  etant  base  sur  des 
mecanismes  tres  voisins  de  ceux  presentes  pour 
ces  derniers  ne  sera  pas  traite  id. 


5.2  Routage  des  proteines  vers  le  noyau 


Le  compartiment  nucleaire  fait  l'objet  d'echanges 
nombreux  avec  le  hyaloplasme  : 

-  importation  de  proteines  intervenant  dans  les 
activites  nucleaires  :  replication  et  transcription  ; 
il  s'agit  des  polymerases  variees  (ARN  et  ADN 
polymerases),  des  histones  et  autres  proteines 
structurant  la  chromatine,  des  proteines  de 
maturation  des  transcrits,  des  proteines  de  regu¬ 
lation  de  l'expression  des  genes. . . ; 

-  exportation  de  particules  ribonucleoproteiques 
intervenant  dans  l'expression  du  materiel  gene- 
tique  :  ARN  messagers  complexes  a  des  proteines, 
ARN  de  transfert,  sous-unites  ribosomiques... 

Seul  le  volet  « importation »  sera  examine  dans 
ce  chapitre  ;  comme  pour  tous  les  autres  organites, 
celle-ci  doit  etre  tres  specifique  et  exclure  des  mil- 
liers  d'especes  moleculaires  qui  sont  synthetisees 
et  restent  localisees  dans  le  hyaloplasme. 
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Figure  9.22 

Experiences  d'injection  de  la  nucleoplasmine  marquee 
dans  les  ovocytes  d'Amphibiens 

Cette  grosse  proteine  est  une  molecule  pentamerique 
dont  on  peut  separer  les  tetes  globulaires  des  queues, 
par  proteolyse  menagee.  Le  signal  d'importation  est 
porte  par  les  queues  des  monomeres.  (D'apres  B.  Alberts 
et  al,  Biologie  moleculaire  de  la  cellule. 


5.2.1.  MlSE  EN  EVIDENCE  EXPERIMENTALE 

DE  TRANSPORTS  SPECIFIQUES  VERS  LE  NOYAU 

Le  materiel  biologique  initialement  utilise  pour 
ce  genre  d'etudes  a  ete  l'ovocyte  d'Amphibien  ;  il 
est  possible  de  micro-injecter  de  fagon  controlee, 
dans  cette  cellule  geante,  des  composes  soit  dans 
le  hyaloplasme,  soit  directement  dans  le  noyau. 
On  connait  dans  l'ovocyte  une  grosse  proteine  a 
localisation  exclusivement  nucleaire,  la  nucleo¬ 
plasmine  (175  kDa),  qui  doit  faire  l'objet  d'un 
adressage  specifique.  Lorsque  celle-ci,  apres  avoir 
ete  purifiee  et  radiomarquee,  est  injectee  dans  le 
hyaloplasme,  on  constate,  par  autoradiographie, 
qu'elle  disparait  totalement  de  ce  compartiment  et 
se  concentre  dans  le  noyau  en  moins  de 
20  minutes  ;  (voir  figure  9.22).  Ces  experiences 
demontrent  aussi  que  le  lieu  de  passage  vers  le 
nucleoplasme  est,  comme  on  pouvait  le  supposer, 
constitue  par  les  complexes  des  pores  nucleaires. 
L'injection  de  nucleoplasmine  dans  le  noyau  n'est 


jamais  suivie  d'un  retour,  meme  mineur,  de  celle- 
ci  vers  le  hyaloplasme.  Ces  donnees  suggerent  que 
la  simple  diffusion  n'est  pas  en  jeu  dans  le  mouve- 
ment  de  cette  proteine  ;  le  diametre  apparent  des 
pores  semble  par  ailleurs  tres  inferieur  a  la  taille 
de  la  proteine.  Lorsqu'une  proteine  de  masse  equi- 
valente,  mais  a  localisation  hyaloplasmique,  est 
injectee  dans  les  memes  conditions,  elle  n'est 
jamais  importee  par  le  noyau. 

5.2.2.  Mecanismes  mis  en  ceuvre  : 

SEQUENCES-SIGNAL  SPECIFIQUES 

ET  RECEPTEURS 

D'autres  experiences  de  ce  type  montrent  que 
seuls  des  composes  de  masse  moleculaire  infe- 
rieure  a  60-70  kDa  :  metabolites,  petites  proteines, 
etc.,  peuvent  entrer  dans  le  noyau  et  en  sortir 
librement  par  diffusion  (voir  chapitre  8).  Ce  meca- 
nisme  simple  ne  peut  s'appliquer,  en  raison  de 
leur  taille,  a  la  majorite  des  proteines  nucleaires 
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qui,  de  plus,  font  l'objet  d'une  concentration  que  la 
diffusion  ne  peut  expliquer.  Le  decoupage  de  la 
nucleoplasmine  en  differents  morceaux,  par  pro- 
teolyse  limitee,  et  leur  injection  separee,  a  permis 
d'identifier  un  domaine  precis  de  la  proteine 
implique  dans  l'adressage  specifique  de  cette 
molecule  vers  le  noyau. 

Des  experiences  voisines  ayant  ete  conduites 
avec  diverses  proteines  nucleaires  (y  compris  des 
proteines  intervenant  dans  le  cycle  de  certains 
Virus),  il  a  ete  possible  de  degager  les  caracteris- 
tiques  communes  a  tous  ces  peptides  ayant  un  role 
d'adressage.  Ce  sont  en  general  de  courtes 
sequences  de  cinq  a  dix  acides  amines  dans  les- 
quelles  une  proline  est  suivie  de  quatre  acides 
amines  basiques  :  Lys.  ou  Arg.  ;  ces  sequences  ont 
une  position  quelconque  le  long  de  la  chaine  poly- 
peptidique.  Bien  qu'apparemment  tres  simples, 
ces  signaux  sont  suffisants,  ainsi  que  des  expe¬ 
riences  de  biochimie  ou  de  genie  genetique  l'ont 
montre  :  toute  proteine  non  nucleaire  a  laquelle  on 
a  artificiellement  «greffe»  un  tel  peptide  (soit 
comme  chaine  laterale,  soit  au  sein  meme  de  la 
chaine  polypeptidique)  se  dirige  spontanement  in 
vivo  vers  le  noyau. 

Les  sequences-signal  ne  constituent  qu'un  des 
elements  du  mecanisme  d'adressage.  Comme  dans 
tout  systeme  de  ce  type  elles  doivent,  pour  fonc- 
tionner,  etre  reconnues  par  des  recepteurs  ;  l'im- 
munocytochimie  demontre  qu'une  partie  d'entre 
eux  est  localisee  au  niveau  des  pores  nucleaires, 
mais  d'autres  pourraient  egalement  se  rencontrer 
dans  le  hyaloplasme.  Ces  recepteurs  sont  aptes  a 
capter  les  proteines  a  importer,  mais  ils  ne  provo- 
quent  pas  spontanement  le  passage  a  travers 
l'enveloppe.  II  existe  maintenant  des  modeles 
experimentaux  d'analyse  in  vitro  de  ce  transfert, 
qui  permettent  de  decortiquer  completement  ses 
mecanismes  intimes.  Constitues  de  noyaux  puri¬ 
fies,  de  proteines  importables  hautement  radio¬ 
marquees,  et  d'extraits  cytoplasmiques  plus  ou 
moins  fractionnes,  ces  modeles  confirment  le 
caractere  actif  du  transport  :  une  source  d'energie, 
sous  forme  d'ATP  est  indispensable  a  la  penetra¬ 
tion.  En  ce  qui  concerne  le  role  de  ce  dernier,  deux 
hypotheses  sont  formulees  :  soit  il  participe  a  la 
deformation  et  a  l'ouverture  d'une  sorte  de  dia- 
phragme  situe  dans  le  pore,  soit  il  contribue  a 
derouler  la  chaine  polypeptidique  a  importer  au 
moyen  de  proteines  specialises  de  nature  encore 
inconnue. 


5.3  Routage  des  proteines 

vers  les  mitochondries  et  les  plastes. 
Biogenese  de  ces  organites 


Les  mitochondries  et  les  plastes  constituent  un 
compartiment  original  dans  la  cellule  en  ce  sens 
qu'ils  sont  les  seuls  organites  a  posseder  leur 
propre  information  genetique  et  leur  propre  machi- 
nerie  de  synthese  proteique  (voir  chapitre  4).  De 
plus,  ils  n'echangent  visiblement  pas  de  membrane 
avec  les  autres  structures  membranaires  de  la  cel¬ 
lule  et  ne  se  «nourrissent»  done  pas  par  voie  de 
vesicules  comme  les  structures  precedemment  etu- 
diees.  La  majorite  des  proteines  qui  les  constituent 
sont  codees  par  des  genes  nucleaires,  fabriquees 
dans  le  hyaloplasme  de  la  cellule  et  enfin  impor- 
tees  dans  l'organite.  Ces  proteines  exogenes  ajou- 
tees  a  celles,  rares,  fabriquees  sur  place  grace  au 
materiel  genetique  local  (voir  chapitre  10),  contri- 
buent  a  la  croissance  des  mitochondries  et  des 
plastes  qui  sont  finalement  amenes  a  se  diviser.  De 
toute  maniere,  leur  nombre  doit  etre  multiplie  par 
deux  au  cours  du  cycle  cellulaire  pour  qu'apres  la 
division,  chaque  cellule-fille  herite  d'un  nombre  a 
peu  pres  egal  d'organites.  Si  ce  processus  n'etait 
pas  correctement  regule,  il  est  clair  qu'a  terme  on 
obtiendrait,  par  simple  dilution,  des  cellules  ne 
possedant  plus  ces  organites  dont  la  presence  est 
indispensable  au  fonctionnement  cellulaire. 

Non  seulement  se  pose  le  probleme  du  trans¬ 
port  et  de  l'aiguillage  des  proteines  d'origine  hya- 
loplasmique  vers  chaque  membrane  ou  espace 
intermembranaire  specifique  des  mitochondries  et 
des  plastes,  mais  aussi  celui  de  leur  assemblage  : 
les  choses  sont  en  effet  compliquees  par  le  fait  que 
ces  proteines  participent  a  des  complexes  mixtes, 
parfois  membranaires  et  de  grande  taille,  combi- 
nant  a  la  fois  des  polypeptides  importes  et  d'autres 
d'origine  endogene  (voir  chapitre  10). 

5.3.1.  Mise  en  evidence  experimentale 

DE  L'IMPORTATION 

Ce  phenomene  est  demontre  par  des  expe¬ 
riences  conduites  sur  des  systemes  reconstitues  in 
vitro  comprenant  :  des  mitochondries  ou  des  chlo- 
roplastes  purifies,  des  proteines  typiques  de  mito¬ 
chondries  ou  de  plastes  intensement  radiomarquees, 
des  extraits  hyaloplasmiques  et  une  source  d'ener¬ 
gie  (ATP).  Apres  mise  en  contact  des  partenaires, 
la  cosedimentation  de  la  radioactivite  avec  les 
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organites  et  sa  resistance  a  un  traitement  proteoly- 
tique  applique  a  ces  derniers  sont  la  preuve  que  la 
proteine  marquee  est  bien  entree  dedans.  Les  pre¬ 
mieres  experiences  ont  montre  que  les  proteines 
que  l'on  purifie  directement  a  partir  des  organites 
ne  sont  pas  capables  d'etre  importees  ;  une  decou- 
verte  importante,  due  a  la  biologie  moleculaire 
(vers  1980),  est  que  seules  le  sont  des  proteines 
directement  fabriquees  in  vitro  a  partir  de  leurs 
ARN  messagers.  Le  phenomene  d'importation  est 
alors  tres  rapide  et  demande  moins  de  3  minutes 
apres  la  mise  en  contact  avec  les  mitochondries. 

La  difference  entre  proteines  neoformees  et  pro¬ 
teines  installees  dans  l'organite  porte  sur  une 
sequence  de  quelques  dizaines  d'acides  amines,  en 
position  N-terminale  ;  il  est  clair  qu'on  doit  cher- 
cher  a  ce  niveau  le  signal  d'adressage  vers  l'orga¬ 
nite.  Toutes  ces  etudes  ont  beneficie  des  resultats 
experimentaux  et  des  apports  conceptuels  relatifs 
a  l'adressage  vers  le  reticulum  endoplasmique 
rugueux,  de  quelques  annees  anterieurs. 


5.3.2.  Etapes  et  mecanismes  de  l'importation 

DANS  LA  MATRICE  MITOCHONDRIALE  OU  DANS 
LE  STROMA  DES  CHLOROPLASTES 


La  comparaison  de  nombreuses  sequences- 
signal  d'importation  de  ce  type,  aussi  bien  chez  les 
mitochondries  que  chez  les  plastes,  a  permis 
d'identifier  leurs  proprietes  communes  capitales 
pour  l'importation,  et  de  mieux  comprendre  les 
mecanismes  en  jeu.  Ces  sequences  forment  une 
helice  a  presentant,  d'un  cote  une  large  zone 
hydrophobe,  et  de  l'autre  une  zone  chargee  positi- 
vement.  Les  proteines  qui  les  portent  sont,  des  leur 
« sortie »  du  ribosome,  prises  en  charge  par  d'autres 
proteines  hyaloplasmiques  specialisees,  chargees 
de  les  maintenir  dans  un  etat  deroule  (proteines- 
chaperons,  dont  le  fonctionnement  necessite 
l'hydrolyse  de  l'ATP  ;  voir  plus  loin).  Grace  a  la 
sequence-signal,  ces  complexes  sont  reconnus  et 
fixes  par  des  recepteurs  proteiques  portes  par  la 
membrane  exteme  des  organites  semi-autonomes. 
Ainsi  charges,  les  recepteurs  rejoignent  des  zones 
tres  localisees  de  l'enveloppe  ou  les  deux  mem¬ 
branes  se  touchent  :  les  sites  de  contact  (on  en 
compte  plusieurs  centaines  par  mitochondrie)  ;  a 
leur  niveau  existent  des  sortes  de  « tunnels »  capa¬ 
bles  de  prendre  en  charge  a  leur  tour  la  proteine  a 


transporter.  Ces  tunnels  sont  constitues  de  deux 
parties  independantes,  formees  a  la  fois  de  pro¬ 
teines  de  la  membrane  externe  et  de  la  membrane 
interne,  susceptibles  de  s'associer  momentane- 
ment.  Le  recepteur  et  les  proteines-chaperons  sont 
ensuite  recycles  dans  le  noyau  (voir  figure  9.23). 

La  sequence-signal  N-terminale  est  la  premiere 
a  franchir  ce  tunnel  et  elle  se  trouve  directement 
injectee  dans  la  matrice  ou  dans  le  stroma.  La  force 
qui  tire  cette  sequence  vers  l'interieur  est  identi- 
fiee,  au  moins  chez  les  mitochondries,  au  puissant 
champ  electrique  qui  existe  de  part  et  d'autre  de  la 
membrane  interne  ;  la  suppression  de  ce  dernier, 
par  differentes  methodes  qui  detruisent  le  gradient 
de  protons  (voir  chapitre  10),  inhibe  la  penetration. 
On  calcule  que  le  champ  electrique  associe  a  ce 
gradient  est  superieur  a  200  000  volts. cm-1,  et  on  a 
en  fait  une  veritable  electrophorese  de  la  sequence- 
signal,  chargee  positivement,  vers  l'interieur  de 
l'organite,  lui-meme  charge  negativement.  La 
chaine  polypeptidique  est  progressivement  enfilee 
a  travers  le  tunnel  et  elle  prend,  petit  a  petit,  sa 
configuration  tertiaire  definitive  grace  a  l'aide  de 
proteines-chaperons  specifiques  des  mitochon¬ 
dries  et  des  plastes  (voir  plus  loin).  A  la  difference 
des  mitochondries,  la  penetration  de  la  sequence- 
signal  des  proteines  destinees  au  stroma  des  chlo- 
roplastes  ne  peut  pas  faire  intervenir  de  champ 
electrique,  car  il  est  inexistant  a  ce  niveau  ; 
d'autres  mecanismes  doivent  done  exister. 

Au  sein  des  organites,  des  proteases  particulieres 
(signal-peptidases)  clivent  la  sequence-signal 
desormais  inutile,  et  raccourcissent  ainsi  la  chaine 
polypeptidique.  On  comprend  ainsi  pourquoi  ces 
proteines,  une  fois  importees,  sont  devenues 
inaptes  a  une  importation  ulterieure  dans  des  sys- 
temes  in  vitro.  Les  proteines  adressees  par  ce  meca- 
nisme  ont  plusieurs  destinations  possibles  :  1)  elles 
peuvent  rester  dans  la  matrice  mitochondriale  (cas 
de  l'alcool  deshydrogenase  mitochondriale  de 
levure,  par  exemple)  ou  dans  le  stroma  des  chloro- 
plastes  (cas  de  la  petite  sous-unite  de  l'enzyme 
RUBISCO  ou  de  la  ferredoxine  ;  voir  chapitre  10), 
2)  elles  peuvent  s'integrer  dans  la  membrane  mito¬ 
chondriale  interne  ou  bien  dans  les  membranes 
plastidiales  internes  et  thylakoidiennes,  si  elles 
possedent  des  caracteristiques  d'hydrophobicite 
adequates,  3)  elles  peuvent  enfin  s'associer,  en  tant 
qu'elements  constitutifs  ou  comme  proteines  extrin- 
seques  internes,  aux  multiples  complexes  membra- 
naires  qui  sont  enchasses  dans  les  membranes,  et 
qui  leur  sont  de  fait  directement  accessibles. 
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Figure  9.23 

Principe  de  I'adressage  des  proteines  vers  la  matrice  mitochondriale 

Noter  la  presence  des  proteines  chaperons  specifiques  a  l'exterieur  et  a  l'interieur  de  l'organite,  a  la  fois  pour  derouler 
et  reenrouler  les  chaines  polypeptidiques,  avant  et  apres  le  transport. 


5.3.3.  Importation  dans  les  autres 

COMPARTMENTS 

II  s'agit  essentiellement  de  l'espace  intermem- 
branaire  mitochondrial  et  des  deux  faces  membra- 
naires  tournees  vers  lui,  d'une  part,  et  de  la 
membrane  externe  ;  les  cavites  intrathylakoi'diennes 
des  plastes  sont  equivalentes,  du  point  de  vue  du 
mecanisme  mis  en  jeu,  a  cet  espace.  L'adressage 
vers  ce  compartiment  se  realise  grace  a  une 
sequence-signal  double,  fonctionnant  en  deux 
temps  :  la  partie  N-terminale  de  la  chaine  polypep- 
tidique  a  la  meme  organisation  que  celle  decrite 
plus  haut,  et  son  fonctionnement  est  identique  au 
depart.  Dans  le  cas  des  mitochondries,  les  evene- 
ments  qui  suivent  font  encore  l'objet  de  contro- 
verses  :  1)  certains  auteurs  pensent  que  la  proteine 
gagne  la  matrice,  ou  cette  sequence  est  clivee,  ce 
qui  devoile  une  deuxieme  sequence  lui  faisant 
suite  ;  celle-ci,  tres  hydrophobe,  dirigerait  a  son 
tour  la  proteine  vers  l'espace  intermembranaire, 
en  permettant  le  franchissement  de  la  membrane 
interne  ;  2)  d'autres  auteurs  considerent  que  cette 
deuxieme  sequence  permet  simplement  un 


ancrage  dans  la  membrane  interne,  ce  qui,  par  glis- 
sement  lateral  du  tunnel  le  plus  interne,  amenerait 
directement  la  proteine  dans  l'espace  intermem¬ 
branaire,  sans  qu'elle  passe  par  la  matrice  (voir 
figure  9.24).  Une  fois  dans  cette  cavite,  les  proteines 
deviennent  libres  ou  participent  a  des  complexes 
membranaires  (apres  clivage  de  la  sequence-signal 
n°  2),  ou  bien  elles  restent  membranaires  intrinse- 
ques  (en  l'absence  de  clivage).  Chez  les  chloro- 
plastes,  le  premier  modele  propose  est  effectif  pour 
l'importation  de  proteines  specifiques  dans  les 
cavites  des  thylakoides,  telles  que  la  plastocya- 
nine. 

D'autres  mecanismes  originaux  d'adressage 
vers  ce  compartiment  ont  ete  mis  en  evidence,  qui 
ne  peuvent  etre  developpes  ici.  Enfin,  certaines 
proteines  qui  ne  presentent  apparemment  pas  de 
signalisation  particuliere,  passent  directement  du 
hyaloplasme  dans  la  membrane  externe  des  orga- 
nites  ;  c'est  le  cas,  par  exemple,  des  recepteurs 
membranaires  signales  plus  haut.  Ces  molecules 
n'empruntent  pas  les  sites  de  contact  et  toute  la 
machinerie  decrite  jusqu'a  present  ;  les  details  de 
ces  phenomenes  restent  a  preciser. 
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Adressage  des  proteines  vers  I'espace  intermembranaire 
Modeles  alternatifs  d'importation  impliquant  :  (a)  un 
passage  des  proteines  a  travers  la  matrice  ;  (b)  un  adres¬ 
sage  direct  des  proteines  par  basculement  du  tunnel 
interne.  Les  sequences  d'importation  sont  doubles  ;  la 
premiere  fait  toujours  l'objet  d'un  clivage  dans  la 
matrice,  tandis  que  la  seconde  peut  etre  conservee  ou 
non  dans  I'espace  intermembranaire. 


5.3.4.  Multiplication  des  mitochondries 

ET  DES  PLASTES 

En  raison  de  la  presence  de  leur  genome  propre, 
les  mitochondries  et  les  chloroplastes  ne  sont 
jamais  fabriques  de  novo.  L'importation  de  proteines 
par  ces  organites,  ajoutee  a  celles  fabriquees  sur 
place,  conduit  a  l'accroissement  de  leur  volume  et 
de  leur  masse,  prealable  a  leur  multiplication  au 
cours  du  cycle  cellulaire.  II  n'est  pas  rare  en  effet 
d'observer  des  figures  de  division,  soit  par  cloison- 
nement  transversal  (c'est  le  cas  le  plus  frequent), 
soit  par  pincement.  Dans  le  cas  des  mitochondries, 
une  Crete  continue  de  part  et  d'autre  de  l'organite 
semble  le  couper  en  deux  ;  une  constriction  se  rea¬ 
lise  ensuite  a  ce  niveau  et  la  fusion  des  membranes 


extemes  conduit  a  la  separation  complete  en  deux 
organites  (voir  figure  9.25).  Les  observations  de  cel¬ 
lules  vivantes  au  microscope  a  contraste  de  phase 
montrent  que  ce  processus  est  un  phenomene 
rapide,  de  l'ordre  de  la  minute,  et  done  difficile  a 
etudier  ;  en  dehors  des  figures  cytologiques,  peu 
de  choses  en  fait  sont  connues  a  ce  sujet.  Dans  le 
cas  des  chloroplastes,  la  division  est  bien  visible 
chez  les  Algues  unicellulaires  qui  n'en  possedent 
qu'un,  comme  c'est  souvent  le  cas  ( Chlamydomonas , 
par  exemple)  ;  les  mecanismes  intimes  de  ce  pro¬ 
cessus  ne  sont  pour  autant  pas  connus. 


Figure  9.25 

Figures  de  division  des  mitochondries 
et  des  chloroplastes 


Cette  division  s'effectue  soit  par  apparition  d'une  cloi- 
son  (crete  transversale)  qui  decoupe  l'organite  en  deux 
parties,  soit  par  pincement.  (Cliches  Labo  BG  et 
J.  Orcival,  Orsay). 
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La  reproduction  des  mitochondries  et  des 
plastes,  par  allongement  suivi  d'une  bipartition, 
rappelle  done  celle  observee  chez  les  Bacteries  ;  de 
meme,  on  doit  imaginer  que  la  necessaire  duplica¬ 
tion  du  materiel  genetique  de  ces  organites  est 
coordonnee  a  l'accroissement  de  leur  masse.  Dans 
la  plupart  des  cellules  etudiees,  l'accroissement  du 
nombre  des  mitochondries  a  lieu  pendant  toute  la 
duree  du  cycle  (essentiellement  done  pendant 
l'interphase  ;  voir  chapitre  13).  II  n'y  a  pas  de  syn¬ 
chronisation  de  la  replication  de  l'ADN  mt  avec 
celle  de  l'ADN  du  noyau.  Ceci  est  particuliere- 
ment  net  dans  le  cas  des  ovocytes  d'Amphibiens, 
cellules  geantes  ayant  un  stock  normal  d'ADN 
nucleaire  et  une  quantite  enorme  d'ADN  mt  (99  % 
de  l'ADN  cellulaire  total),  liee  a  un  nombre 
d'organites  simplement  proportionnel  au  volume 
cytoplasmique.  De  meme,  on  a  montre  que  la  sti¬ 
mulation  intense  des  cellules  musculaires  striees 
conduisait  rapidement  a  la  multiplication  du 
nombre  de  leurs  mitochondries  (5  a  10  fois).  Les 
mecanismes  de  coordination  mis  en  oeuvre  dans 
ces  cellules  specialisees  et  dans  celles  qui  prolife¬ 
rent  (ou  seul  un  doublement  par  cycle  doit  etre 
obtenu),  sont  certainement  pilotes  par  des  genes 
nucleaires  puisqu'aucun  gene  relatif  a  une  telle 
fonction  n'est  identifiable  dans  le  genome  mito¬ 
chondrial  animal,  qui  est  entierement  sequence 
(voir  chapitre  4). 


5.3.5.  Differenciation  des  plastes 

CHEZ  LES  VEGETAUX  SUPERIEURS 


Tous  les  types  de  plastes  d'une  espece  donnee, 
qui  sont  decrits  dans  les  chapitres  7  et  10,  se  deve- 
loppent  a  partir  de  proplastes  indifferencies  que 
l'on  trouve  dans  les  cellules  meristematiques.  Ces 
organites  de  petite  taille  (1  pm  de  diametre)  n'ont 
pas  une  organisation  tres  caracteristique,  mais  on 
peut  neanmoins  les  distinguer  des  mitochondries 
en  microscopie  electronique.  Ils  se  differencient 
selon  les  tissus  dans  une  direction  bien  precise  en 
fonction  de  stimuli  parmi  lesquels  la  lumiere  est  le 
plus  puissant.  Cette  action  s'exerce  en  particulier 
sur  certains  genes  portes  par  l'ADN  chloroplas- 
tique  (environ  120,  au  total),  dont  l'expression 
semble  directement  regulee  par  ce  facteur  externe. 
Comme  pour  les  mitochondries,  il  est  clair  qu'il 
existe  aussi  un  controle  a  travers  des  produits 
d'origine  nucleaire. 


5.4  Notion  de  «proteine-chaperon» 


5.4.1.  Mise  en  evidence  des  proteines  dites 

«  DE  CHOC  THERMIQUE  »  OU  «  DE  STRESS  » 

Au  cours  des  annees  60  et  70,  on  mit  en  evidence 
chez  toutes  les  cellules,  que  ce  soit  les  Bacteries  ou 
les  cellules  eucaryotiques  les  plus  complexes,  la 
fabrication  abondante  de  proteines  specifiques 
dans  des  conditions  de  stress.  Parmi  celles-ci,  une 
augmentation  brutale  de  temperature  (connue 
pour  denaturer  les  proteines)  fut  la  premiere  ana- 
lysee,  mais  on  montra  aussi  que  les  metaux  lourds 
toxiques,  certains  alcools  et  les  poisons  metabo- 
liques  avaient  le  meme  effet.  Ces  proteines,  evolu- 
tivement  tres  conservees  par  leur  taille  et  leur 
sequence  primaire,  et  associees  a  des  fonctions 
apparemment  defensives,  furent  done  successive- 
ment  appelees  « proteines  de  choc  thermique»  et 
« proteines  de  stress  ».  Chez  les  Bacteries,  la  muta¬ 
tion  des  genes  correspondants  s'accompagne 
d'anomalies  affectant  aussi  bien  la  replication  et  la 
transcription  de  l'ADN  que  la  degradation  des 
proteines  ou  la  division  cellulaire.  En  fait,  il  a  ete 
montre  que  la  plupart  de  ces  proteines  sont  tou- 
jours  presentes  dans  les  cellules,  mais  que  leur 
synthese  est  fortement  accrue  lors  d'un  stress  ;  ceci 
suggere  qu'elles  accomplissent  des  fonctions 
essentielles  et  universelles,  et  pas  seulement  liees  a 
la  defense. 

5.4.2.  Proprietes  et  diversite 

DES  PROTEINES-CHAPERONS 

Une  association  momentanee  mais  forte  de  ces 
proteines  avec  des  proteines  secretees  (immuno- 
globulines),  des  proteines  fabriquees  au  sein  des 
chloroplastes  (RUBISCO),  ou  bien  celles  interve- 
nant  dans  la  construction  des  ribosomes  au  sein 
des  nucleoles,  a  ensuite  ete  mise  en  evidence.  Petit 
a  petit,  l'idee  que  ces  proteines  avaient  un  role  a 
jouer  dans  la  synthese  et  le  repliement  correct  des 
autres  proteines  s'est  fait  jour.  Deux  grandes 
families  de  molecules  de  ce  type  existent,  sur  la 
base  de  leur  masse  moleculaire  :  celles  dites 
HSP  70  (pour  Heat  Shock  Proteins),  qui  semblent 
fonctionner  a  l'etat  de  molecules  individuelles,  et 
celles  dites  HSP  60  et  HSP  10,  fonctionnant  tou- 
jours  ensemble  ;  ces  dernieres  forment  en  effet  de 
gros  complexes  supramoleculaires  (900  kDa)  ayant 
la  forme  de  deux  anneaux  superposes. 
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Une  caracteristique  commune  a  toutes  ces  pro¬ 
teines  est  qu'elles  sont  capables  d'hydrolyser  l'ATP 
en  presence  de  proteines  denaturees.  Le  meca- 
nisme  suivant  est  propose  :  les  proteines  denatu¬ 
rees,  ainsi  que  celles  en  cours  de  synthese  et 
n'ayant  pas  encore  acquis  leur  configuration  defi¬ 
nitive  (voir  plus  loin),  se  lient  aux  HSP  par  leurs 
groupements  hydrophobes  et  subissent  ensuite 
plusieurs  cycles  de  liaison  et  de  separation  consom- 
mant  de  l'ATP.  Cette  fonction  tres  dynamique  des 
HSP  conduit  progressivement  les  proteines  liees  a 
acquerir  leur  conformation  tertiaire  definitive,  qui 
est  celle  correspondant  a  leur  efficacite  biologique 
optimale.  Une  telle  activite  de  repliement  correct 
des  chaines  polypeptidiques  in  vivo  etait  totale- 
ment  nouvelle  car  on  pensait  depuis  les  annees  60, 
sur  la  base  d'experiences  in  vitro,  que  celles-ci  met- 
taient  spontanement  en  place  leurs  divers  niveaux 
de  structure,  tout  etant  inscrit  dans  la  sequence 
des  acides  amines,  et  done  dans  leurs  genes. 

II  y  a,  en  effet,  un  probleme  au  sein  de  la  cellule, 
pour  positionner  a  la  fois  rapidement  et  correcte- 
ment  les  segments  hydrophobes  au  coeur  des  pro¬ 
teines  hydrosolubles,  au  moment  de  (ou  juste 
apres)  leur  synthese.  Les  HSP  aident  a  realiser  ce 
processus  en  le  ralentissant,  grace  a  leur  fixation 
sur  ces  segments  et  a  l'immobilisation  (ainsi  que 
l'isolement)  des  proteines  en  cours  de  fabrication. 
En  permettant  de  fag  on  passive  que  de  multiples 
combinaisons  soient  testees  jusqu'a  ce  que  la  confi¬ 
guration  thermodynamiquement  la  plus  stable  soit 
obtenue,  elles  minimisent  les  risques  de  replie- 
ments  incorrects  et  la  formation  d'agregats.  Cette 
propriety  est  a  l'origine  du  nom  actuel  donne  a 
cette  famille  de  proteines  particulieres  :  les  pro- 
teines-chaperons.  L'enjeu  pour  les  cellules  doit  etre 
important,  car  ces  molecules  depensent  une  grande 
quantite  d'energie  pour  assurer  cette  activite. 


5.4.3.  Localisation  et  roles  dans  les  cellules 


Les  HSP  70  sont  presentes  dans  le  hyaloplasme 
des  cellules  eucaryotiques,  ainsi  que  dans  le  reticu¬ 
lum  endoplasmique  et  les  organites  semi-auto- 
nomes.  On  trouve  diverses  formes  de  complexes 
HSP  60/HSP  10  au  sein  des  organites  semi-auto- 
nomes  ;  ceux-ci  sont  homologues  des  complexes 
des  Eubacteries.  Par  contre,  le  hyaloplasme 
contient  un  type  specifique  de  ces  chaperons,  plus 
proche  de  ceux  caracteristiques  des  Archebacteries 
que  de  ceux  des  Eubacteries.  Chez  toutes  les  Bac- 
teries,  bien  evidemment,  ces  molecules  cohabitent 
au  sein  du  cytoplasme. 


Les  deux  fonctions  majeures  de  ces  proteines 
concernent  done  le  repliement  des  proteines  nou- 
vellement  synthetisees,  qui  est  une  fonction  consti¬ 
tutive  et  normale,  et  la  renaturation  des  proteines 
denaturees  a  l'occasion  d'un  stress,  en  rapport 
avec  les  activites  de  defense.  Au  niveau  des 
ribosomes  hyaloplasmiques  libres,  les  proteines- 
chaperons  HSP  70  se  fixent  sur  les  proteines  en 
cours  d'elongation  et  piegent  leurs  segments 
hydrophobes  ;  ces  complexes  sont  ensuite  pris  en 
charge  par  les  chaperons  de  classe  II  qui  finissent 
de  mettre  en  forme  les  chaines  polypeptidiques  au 
sein  de  leur  grande  cavite  centrale.  II  faut  ajouter 
une  troisieme  fonction  importante,  deja  evoquee  : 
le  transport  a  travers  les  membranes  des  mito- 
chondries  et  des  plastes.  En  bloquant  momentane- 
ment  le  repliement  d'une  chaine  polypeptidique 
apres  sa  synthese,  les  HSP  70  hyaloplasmiques 
permettent  son  passage  sous  une  forme  deroulee  a 
travers  les  tunnels  transmembranaires  ;  dans  un 
deuxieme  temps,  les  HSP  70  et  les  HSP  60/HSP  10 
des  organites  participent  a  son  repliement  et  aident 
peut-etre  ainsi  a  sa  penetration  en  leur  sein.  Dans 
le  cas  des  proteines  secretees,  le  role  des  HSP  70  de 
la  lumiere  du  reticulum  est  sans  doute  le  meme. 


5.5  Ubiquitination  et  proteasomes 


Les  quantites  des  proteines  dans  les  cellules 
sont  determinees  a  la  fois  par  leur  taux  de  syn¬ 
these  et  leur  taux  de  degradation,  leur  duree  de 
vie  pouvant  aller  de  quelques  minutes  a  plusieurs 
jours.  Celles  ayant  une  duree  de  vie  tres  courte, 
presentes  en  tres  faibles  quantites,  sont  en  general 
des  molecules  a  role  regulateur,  telles  que  les  fac- 
teurs  de  transcription  qui  entrainent  souvent  une 
reaction  rapide  de  la  cellule,  en  reponse  a  des  fac- 
teurs  exterieurs.  Certaines  proteines  sont  aussi 
amenees  a  etre  tres  rapidement  detruites,  comme 
e'est  le  cas  pour  les  cyclines,  proteines  regu- 
latrices  dont  les  quantites  varient  tres  rapidement 
au  cours  du  cycle  cellulaire  (voir  chapitre  13). 
Enfin,  on  sait  que  les  proteines  mal  repliees  au 
cours  de  leur  synthese  (environ  1/3  de  celles  qui 
sont  fabriquees  !),  ou  anormales  car  resultant 
d'erreurs  de  traduction,  ou  bien  endommagees, 
sont  specifiquement  detruites. 

La  voie  mise  en  oeuvre  dans  cette  degradation, 
qui  a  lieu  dans  le  hyaloplasme  (et  n'a  rien  a  voir 
avec  la  voie  lysosomale)  est  celle  de  l'ubiquiti- 
nation  et  des  proteasomes.  L'ubiquitine  est  une 
petite  proteine  (76  acides  amines)  tres  conservee 
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chez  les  Eucaryotes.  L'accrochage  covalent  de  plu- 
sieurs  molecules  d'ubiquitine  a  une  proteine  (sur 
une  lysine),  conduit  a  former  une  chaine  laterale 
constituant  une  etiquette  qui  enverra  la  proteine 
ainsi  marquee  vers  une  voie  de  degradation  tres 
rapide,  via  des  particules  nominees  proteasomes. 
Le  phenomene  d'ubiquitination  necessite  une  serie 
d'enzymes  agissant  en  cascade  et  consomme  une 
molecule  d'ATP  a  chaque  etape  d'accrochage.  II 
existe  plusieurs  voies  d'ubiquitination,  qui  utili- 
sent  des  signaux  differents  reconnus  dans  les  pro¬ 
teines  a  degrader. 

Les  proteasomes  sont  de  gros  complexes  pro- 
teiques  de  50  nanometres  de  long,  en  forme  de 
cylindre,  presents  en  grande  quantite  dans  le  cyto¬ 
sol  et  le  noyau.  Ces  particules,  constitutes  d'un 
grand  nombre  de  sous-unites  identiques,  fonction- 
nent  comme  des  tunnels  tapisses  de  sites  hydroly- 
tiques  a  l'interieur  desquels  les  proteines  a  detruire 
sont  engagees  (dans  un  etat  deroule),  apres  avoir 
ete  reconnues  et  selectionnees  grace  a  leur  eti¬ 
quette  d'ubiquitine.  Les  proteines  degradees  par 
les  proteasomes  sont  reduites  a  l'etat  de  petits  pep¬ 
tides  par  un  mecanisme  necessitant  aussi  de  l'ATP 
(l'ubiquitine  est  recyclee). 


6.  PANORAMA  GENERAL 
DU  TRAFIC  MEMBRANAIRE  ET 
PROTEIQUE  INTRACELLULAIRE 


6.1  Notion  de  flux  membranaire. 
L'endocytose  compensatrice 


Le  fonctionnement  du  reticulum  endoplasmique 
conduit,  grace  a  l'exocytose,  a  un  apport  constant 
de  materiel  membranaire  a  la  surface  des  cellules. 
En  dehors  de  celles  qui  proliferent,  dont  la  taille  et 
la  surface  s'accroissent  de  fa^on  nette  au  cours  du 
cycle,  la  surface  de  la  membrane  plasmique  reste 
inchangee  chez  toutes  les  autres  cellules.  On  a  done 
affaire  a  un  etat  stationnaire,  un  equilibre  dyna- 
mique  impliquant  un  renouvellement  rapide  et 
constant  de  celle-ci.  Chez  les  fibroblastes  en  cul¬ 
ture,  par  exemple,  on  mesure  que  la  moitie  de  la 
membrane  cellulaire  est  renouvelee  en  trente 
minutes  !  Afin  que  la  surface  de  la  cellule  reste 
constante,  toute  exocytose  doit  etre  compensee  par 
une  endocytose  simultanee  (et  inversement, 
d'ailleurs)  :  on  parle  d'endocytose  compensatrice. 
Comme  nous  le  verrons  dans  le  chapitre  11,  ces 


phenomenes  peuvent  etre  lies  a  la  motilite  des  cel¬ 
lules,  dans  la  mesure  ou  les  vesicules  permettent 
aussi  de  transporter  du  materiel  membranaire 
d'un  endroit  a  un  autre  et  done  de  faciliter  (sinon 
provoquer)  le  deplacement  sur  un  substrat  solide. 

Dans  le  cas  des  cellules  secretrices  specialises, 
qui  connaissent  une  exocytose  massive  et  tres  loca- 
lisee,  l'expansion  considerable  de  la  membrane 
plasmique  dans  le  domaine  apical  entraine  la 
necessite  de  recuperer  quasi  instantanement  une 
surface  membranaire  equivalente.  Un  phenomene 
d'endocytose  compensatrice  de  grande  ampleur  y 
est  done  observe,  qui  renvoie  des  morceaux  de 
membrane,  sous  forme  de  multiples  petites  vesi¬ 
cules  recouvertes  de  clathrine,  vers  le  comparti- 
ment  endosomal  (voir  chapitre  7).  Ce  dernier,  a 
son  tour,  par  bourgeonnement  et  fusion  de  vesi¬ 
cules  avec  les  saccules  golgiens,  permet  ainsi  un 
recyclage  des  constituants  membranaires  precieux 
impliques  dans  la  secretion  ;  les  mecanismes  mole- 
culaires  sous-jacents  a  ce  phenomene  restent  encore 
mal  connus.  De  toute  maniere,  le  recyclage  n'est 
sans  doute  jamais  complet,  certains  composants 
deteriores  et  non  fonctionnels  faisant  l'objet  d'une 
destruction  definitive  au  sein  de  la  cellule  ;  le  role 
du  RR  consiste  alors  a  renouveler  en  permanence 
une  fraction  donnee  de  proteines  et  de  lipides 
membranaires. 

En  conclusion,  il  faut  imaginer,  bien  loin  des 
images  statiques  fournies  par  l'approche  cytolo- 
gique,  que  le  cytoplasme  des  cellules  eucaryo- 
tiques  est  le  lieu  d'un  vaste  flux  de  membranes,  a 
la  fois  centrifuge  et  centripete,  traversant  et  ali- 
mentant  la  plupart  des  organites  cellulaires.  En 
permettant  la  nutrition  des  cellules,  leurs  deplace¬ 
ments,  leur  possibilite  de  reaction  ou  l'expression 
de  leur  specialisation  fonctionnelle,  par  le  biais  de 
transporteurs,  de  recepteurs  membranaires  et  d'une 
multitude  de  proteines  de  surface  sans  cesse  renou- 
velees,  ce  flux  est  reellement  a  la  base  du  pheno¬ 
mene  vital. 

6.2  Schema  general  du  routage 
intracellulaire 


Ce  schema  recapitule  l'ensemble  des  donnees 
exposees  au  cours  de  ce  chapitre,  aussi  bien  celles 
concernant  les  proteines  hyaloplasmiques  a 
aiguillage  post-traductionnel  (voie  generale  de 
gauche)  que  celles  qui  suivent  le  mode  cotraduc- 
tionnel  et  sont  engagees  dans  la  synthese  au  niveau 
du  RR  (voie  generale  de  droite)  (voir  figure  9.26). 
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Figure  9.26 

Voies  de  circulation 

des  proteines  chez  les  cellules 

eucaryotiques 

Ce  panorama  met  en  evidence 
les  destinations  finales,  les 
differents  compartiments 
concernes  et  les  modes  de 
transport  mis  en  jeu. 

(1)  Passage  par  des  pores  ; 

(2)  franchissement  de  bicouche 
lipidique  ;  (3)  utilisation  de 
vesicules  porteuses. 

Les  fleches  circulaires  mon- 
trent  les  phenomenes  de 
retention  au  sein  des  compar¬ 
timents. 

L'engagement  des  proteines 
dans  la  voie  de  droite  est  un 
processus  cotraductionnel, 
tandis  que  1'adressage  vers 
les  organites  de  la  voie  de 
gauche  est  toujours  post-tra- 
ductionnel. 
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Perspective  biomedicale 


Les  maladies  genetiques  lysosomales 


•  Maladie  des  cellules  a  inclusions,  ou  mucolipi- 

dose  de  type  II. 

Cette  maladie  genetique  recessive  tres  rare  est 
caracterisee  par  le  fait  que  de  nombreux  types  de 
cellules  des  individus  atteints  possedent  des  inclu¬ 
sions  de  grande  taille,  qui  sont  manifestement  des 
lysosomes  contenant  des  materiaux  non  degrades. 
La  gravite  de  cette  maladie  de  surcharge  est  due  au 
fait  que  la  plupart  des  hydrolases  lysosomales  ne 
sont  plus  sequestrees  au  sein  des  organites,  mais 
sont  secretees  dans  le  milieu  exterieur,  y  compris 
dans  le  sang,  en  suivant  la  voie  classique  de  secre¬ 
tion  qui  met  en  jeu  l'appareil  de  Golgi  et  l'exocy- 
tose.  Les  consequences  de  cette  anomalie  de 
l'adressage  proteique  sont  evidemment  drama- 
tiques. 

L'etude  in  vitro  des  fibroblastes  de  ces  patients  a 
montre  que  leurs  hydrolases  lysosomales  etaient 
synthetisees  en  quantite  normale,  mais  qu'elles 
etaient  depourvues  des  residus  mannose-6  phos¬ 
phate  servant  normalement  d'etiquette  pour  leur 
adressage  specifique  vers  les  lysosomes.  L'origine 
de  la  maladie  est  done  la  deficience  de  l'enzyme  cis- 
golgienne  impliquee  dans  la  phosphorylation  du 
mannose,  et  done  l'absence  des  hydrolases  dans  les 
lysosomes.  De  faijon  etonnante,  tous  les  tissus  de 
l'organisme  ne  sont  pas  touches  de  la  meme  fagon 
par  l'anomalie  (les  hepatocytes,  par  exemple,  sont 
normaux),  ce  qui  temoigne  de  la  complexity  des 
mecanismes  qui  president  a  l'adressage  des  pro- 
teines  vers  leurs  organites. 

•  Autres  exemples  de  maladies  de  surcharge 

Le  plus  souvent,  les  maladies  de  surcharge  sont 
dues  a  des  mutations  recessives  dans  les  genes  de 
structure  codant  les  hydrolases.  Leurs  symptomes 
sont  tres  variables,  en  fonction  du  degre  d'activite 
des  enzymes  affectees.  Quelques  exemples  peuvent 
etre  donnes : 

-  la  maladie  de  Pompe  correspond  a  une  deficience 
en  une  enzyme  responsable  de  la  degradation  du 
glycogene  (glucosidase).  La  plupart  des  cellules 
des  malades  accumulent  du  glycogene  non 


degrade  a  l'interieur  des  lysosomes,  ce  qui  a  pour 
consequence  une  alteration  progressive  des  myo- 
fibrilles,  au  sein  de  leurs  cellules  musculaires 
squelettiques.  Les  enfants  meurent  done  d'insuffi- 
sance  cardiorespiratoire  au  cours  de  leur  premiere 
annee. 

la  maladie  de  Tay-Sachs  est  une  maladie  raris- 
sime,  mais  tres  grave,  qui  concerne  une  hexo¬ 
saminidase  chargee  de  detruire  specifiquement  un 
glycolipide  membranaire  abondant  dans  la  mem¬ 
brane  plasmique  des  cellules  du  systeme  nerveux 
central  (voir  chapitre  5).  Comme  ce  compose 
continue  a  etre  synthetise  alors  qu'il  ne  peut  plus 
etre  degrade  dans  les  lysosomes,  il  s'accumule  au 
sein  de  corps  residuels  dont  la  taille  et  le  nombre 
augmentent  au  cours  du  temps,  dans  les  neu¬ 
rones.  Les  bebes  atteints  sont  normaux  a  la  nais- 
sance,  mais  des  desordres  neurologiques 
s'installent  rapidement  :  deteriorations  motrices, 
retard  mental  grave,  anomalies  cardiaques  et  res- 
piratoires  ;  la  mort  est  ineluctable  et  survient  entre 
3  et  5  ans.  Un  diagnostic  prenatal,  realise  sur  des 
cellules  du  liquide  amniotique,  permet  de  savoir 
si  l'enfant  sera  atteint  ou  pas. 

les  maladies  de  Gaucher  (dont  il  existe  trois 
formes,  de  gravite  differente)  sont  liees  a  une  defi¬ 
cience  en  glucocerebrosidase,  ce  qui  conduit  a  une 
surcharge  en  glucocerebrosides  dans  les  lyso¬ 
somes  des  macrophages  des  patients.  Ces  der- 
niers  presentent  une  hypertrophie  du  foie  et  de  la 
rate,  des  problemes  osseux  et  parfois  un  retard 
mental  (dans  les  formes  infantiles  graves).  Cette 
affection  fait  l'objet  d'une  therapie  originale  basee 
sur  l'utilisation  d'enzymes  exogenes  injectees 
dans  l'organisme  ;  sous  certaines  conditions,  une 
forme  purifiee  et  modifiee  de  la  glucocerebrosi¬ 
dase  peut  etre  capturee  par  les  macrophages 
(endocytose  par  recepteurs),  et  done  etre  dirigee 
vers  les  lysosomes  ou  son  activite  normale  peut 
s'exercer.  Le  cout  prohibitif  de  ce  traitement  limite 
cependant  son  utilisation,  et  des  recherches  en 
therapie  genique  sont  envisagees. 
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Resume 


A  la  difference  des  Bacteries,  les  cellules  eucaryo- 
tiques  presentent  un  phenomene  de  compartimen- 
tation  marque.  Dans  la  mesure  ou  le  nombre  de 
lieux  de  synthese  des  proteines  au  sein  des  cellules 
est  tres  red u it,  en  comparaison  avec  le  nombre  de 
destinations  possibles  de  ces  molecules,  le  pro- 
bleme  se  pose  de  leur  adressage  precis  vers  leur 
compartiment  specifique.  II  existe  differents 
modes  de  transfert  des  proteines  d'un  comparti¬ 
ment  a  un  autre  :  passage  a  travers  des  pores,  fran- 
chissement  direct  de  membranes  ou  bien  mise  en 
jeu  de  vesicules,  a  la  suite  d'evenements  successifs 
de  bourgeonnement  et  de  fusion. 

Le  reticulum  endoplasmique  est  un  vaste  systeme 
membranaire  forme  de  deux  territoires  :  1)  le  reti¬ 
culum  rugueux,  present  sous  la  forme  de  lames 
aplaties  et  portant  des  ribosomes  sur  leur  face 
externe,  et  2)  le  reticulum  lisse,  constitue  de 
tubules  contournes  depourvus  de  ribosomes.  De 
nombreuses  cellules  animales  secretent  des  pro¬ 
teines  dans  le  milieu  exterieur  ;  ce  processus  a  ete 
etudie  au  moyen  d'approches  cytologiques  (auto- 
radiographie),  physiologiques  (fractionnement  cel- 
lulaire),  et  moleculaires.  On  a  mis  en  evidence  un 
processus  dit  d'insertion  cotraductionnelle,  dans 
lequel  une  sequence  hydrophobe  N-terminale  de 
la  proteine  a  secreter  sert  de  signal  d'adressage 
vers  le  reticulum  rugueux  ;  la  particule  dite  PRS 
sert  de  relais  entre  les  ribosomes  hyaloplasmiques 
et  les  membranes  du  reticulum.  Ce  phenomene 
concerne  aussi  les  proteines  destinees  a  la  mem¬ 
brane  plasmique  et  aux  lysosomes. 

Au  sein  du  reticulum  rugueux,  les  proteines  subis- 
sent  plusieurs  modifications,  en  particulier  le  cli- 
vage  de  la  sequence-signal  et  une  glycosylation 
sur  certains  residus  asparagine.  Les  fonctions 
majeures  du  reticulum  lisse  sont  :  1)  la  synthese 
des  lipides  membranaires,  qu'il  incorpore  dans  sa 
propre  bicouche  au  cours  de  leur  fabrication,  ce 
qui  conduit  a  augmenter  sa  surface,  et  2)  la  detoxi¬ 
fication  de  composes  generalement  de  nature 
hydrophobe,  grace  a  des  enzymes  d'hydroxylation 
qui  les  rendent  hydrosolubles  et  excretables. 


L'appareil  de  Golgi  est  un  systeme  membranaire 
complexe  forme  de  nombreux  dictyosomes  reunis 
les  uns  aux  autres  par  des  tubules.  Chaque  dictyo- 
some  est  forme  d'un  empilement  polarise  de  sac¬ 
cules  qui  echangent  du  materiel  grace  a  de 
multiples  vesicules  peripheriques.  Cet  organite, 
qui  re^oit  les  proteines  provenant  du  reticulum 
rugueux,  represente  un  intermediaire  capital  dans 
le  processus  de  secretion.  II  est  le  lieu  de  nouvelles 
modifications  biochimiques  des  proteines  : 
1)  poursuite  de  la  glycosylation,  parfois  tres 
importante,  et  2)  clivages  proteolytiques  interve- 
nant  dans  l'activation  de  nombreuses  enzymes  et 
hormones.  Chez  les  Vegetaux  et  les  Champignons, 
l'appareil  de  Golgi  est  implique  dans  la  synthese 
de  glycoproteines  et  de  polysaccharides  parietaux. 

L'exocytose  des  proteines  se  fait  selon  deux  voies, 
dont  l'une  est  permanente  et  commune  a  toutes  les 
cellules  (voie  constitutive),  et  l'autre  est  reservee 
aux  cellules  secretrices  specialisees  qui  repondent 
a  l'action  de  stimuli  precis  (voie  controlee).  Les 
lysosomes  sont  les  organites  pour  lesquels  les 
mecanismes  moleculaires  de  l'adressage  sont  les 
mieux  connus  ;  ils  sont  bases  sur  l'etiquetage  des 
proteines  qui  leur  sont  destinees  par  un  residu 
glucidique  particulier,  et  sur  l'intervention  de 
recepteurs  membranaires  specifiques. 

L'adressage  des  proteines  vers  le  noyau,  les  orga¬ 
nites  semi-autonomes  et  les  peroxysomes  est  base 
sur  un  principe  tres  different ;  un  mecanisme  post- 
traductionnel  fait  intervenir,  pour  chacun  de  ces 
organites,  un  type  particulier  de  sequences-signal. 
Celles-ci  sont  reconnues,  au  niveau  de  chaque 
compartiment,  par  des  recepteurs  membranaires 
qui  delivrent  la  proteine  a  importer  a  un  systeme 
de  proteines-canal  ou  de  pores,  dans  le  cas  du 
noyau.  Les  mecanismes  en  jeu  dans  les  organites 
semi-autonomes  sont  complexes  car  plusieurs  des¬ 
tinations  y  sont  possibles.  La  cellule  eucaryotique 
fait  enfin  l'objet  d'un  intense  trafic  membranaire, 
l'exocytose  permanente  devant  etre  compensee 
par  une  endocytose  dont  le  role  est  de  maintenir 
constante  la  surface  de  la  membrane  plasmique. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  snr  Internet  d  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Donner  une  definition  du  routage  des  proteines  mettant  en  evidence  les  problemes  poses  par  la 
compartimentation  dans  les  cellules  eucaryotiques. 

2.  Decrire  les  differents  modes  de  transport  des  proteines  d'un  compartiment  a  un  autre  au  sein  des 
cellules  eucaryotiques. 

3.  Donner  les  caracteristiques  cytologiques  principales  du  reticulum  endoplasmique  rugueux  et  du 
reticulum  endoplasmique  lisse. 

4.  Nommer  les  diverses  categories  de  proteines  secretees  chez  les  Vertebres. 

5.  Pour  quelles  raisons  les  cellules  pancreatiques  exocrines  ont-elles  constitue  historiquement  un  mate¬ 
riel  privilegie  pour  l'etude  de  la  voie  de  secretion  des  proteines  ? 

6.  Qu'appelle-t-on  microsomes  ?  quel  est  leur  interet  dans  l'etude  des  processus  biochimiques  de  syn- 
these  des  proteines  secretees  ou  membranaires  ? 

7.  Quelle  est  la  definition  du  processus  d'insertion  cotraductionnelle  des  proteines  dans  le  reticulum 
endoplasmique  rugueux  ? 

8.  De  quelle  fa  con  la  particule  dite  PRS  fonctionne-t-elle  comme  intermediaire  entre  les  ribosomes  hya- 
loplasmiques  et  les  membranes  du  reticulum  ? 

9.  Quelle  est  la  caracteristique  physicochimique  commune  a  toutes  les  sequences-signal  des  proteines 
secretees,  membranaires  ou  lysosomales  ? 

10.  Decrire  le  processus  de  N-glycosylation  des  proteines  qui  se  deroule  dans  le  reticulum  endoplas¬ 
mique  rugueux. 

11.  Comment  fonctionnent  les  sequences  d'ancrage  caracteristiques  des  proteines  membranaires  qui 
sont  mises  en  place  dans  le  reticulum,  au  cours  de  leur  synthese  ? 

12.  Qu'appelle-t-on  membrane  biogenique  ?  quels  sont  les  mecanismes  biochimiques  permettant  la  syn¬ 
these  des  lipides  membranaires  au  sein  du  reticulum  endoplasmique  lisse  ? 

13.  En  quoi  peut-on  dire  que  le  reticulum  endoplasmique  lisse  est  un  systeme  qui  participe  a  la  detoxifi¬ 
cation  de  certains  composes  chimiques  au  sein  de  la  cellule  ? 

14.  Decrire  l'organisation  generate  des  dictyosomes  et  de  l'appareil  de  Golgi. 

15.  Pourquoi  peut-on  parler  de  structure  enzymatiquement  polarisee  dans  le  cas  d'un  dictyosome  ? 

16.  Quelles  differences  y  a-t-il  entre  entre  les  voies  de  secretion  constitutive  et  de  secretion  controlee  ? 
dans  quels  types  de  cellules  rencontre-t-on  ces  voies  ? 

17.  Nommer  les  differentes  categories  de  macromolecules  produites  chez  les  Animaux  grace  a  la  glyco- 
sylation  qui  se  deroule  au  sein  du  reticulum  rugueux  et  des  saccules  golgiens. 

18.  Decrire  un  exemple  de  clivage  proteolytique  ayant  lieu  dans  l'appareil  de  Golgi  et  dans  les  vesicules 
de  secretion. 

19.  Comment  les  hydrolases  lysosomales  sont-elles  etiquetees  puis  reconnues,  pour  se  retrouver  finale- 
ment  toutes  rassemblees  au  sein  d'une  meme  famille  de  vesicules  golgiennes  ? 

20.  Quelles  sont  les  caracteristiques  principales  des  sequences-signal  d'adressage  portees  par  les  pro¬ 
teines  nucleaires  ? 

21.  Rappeler  les  etapes  et  les  mecanismes  de  l'importation  des  proteines  dans  la  ma trice  mitochon- 
driale. 

22.  Qu'appelle-t-on  proteines-chaperons  ?  quelles  sont  les  fonctions  de  cette  grande  famille  de  mole¬ 
cules  au  sein  des  organites  et/ou  du  hyaloplasme,  chez  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes  ? 

23.  Quel  est  le  role  fondamental  de  l'endocytose  dans  la  regulation  du  flux  membranaire  au  sein  de  la 
cellule  eucaryotique  ? 
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Chapitre  10 


CONVERSION  DE  L'ENERGIE  : 

MITOCHONDRIES 
ET  CHLOROPLASTES. 

Les  peroxysomes 


L'ensemble  des  activites  cellulaires  decrites 
jusqu'a  present,  qu'elles  soient  metaboliques, 
osmotiques  ou  mecaniques,  consomment  de  l'ener- 
gie,  dont  la  fourniture  est  une  condition  sine  qua 
non  de  la  vie  (voir  chapitre  1).  Toutes  les  cellules 
actuelles  utilisent  la  meme  energie  chimique,  sous 
la  forme  de  molecules  d'ATP.  Les  biochimistes  ont 
evalue  les  besoins  energetiques  quotidiens  chez 
l'Homme  a  plusieurs  dizaines  de  kilogrammes  de 
ce  compose  ;  cette  estimation  montre  clairement 
que  l'ATP  ne  peut  faire  l'objet  d'un  stockage  dans 
l'organisme,  mais  qu'il  doit  sans  cesse  etre  renou- 
vele.  Bien  que  la  glycolyse  produise  de  l'ATP  de 
fa  con  ubiquitaire  dans  les  cellules,  l'essentiel  de  la 
production  energetique  chez  les  Eucaryotes  est  lie 
a  la  presence  d'organites  specialises  :  les  mito- 
chondries  et  les  chloroplastes. 


Les  mitochondries  et  les  chloroplastes  presen- 
tent  des  caracteristiques  structurales  et  fonction- 
nelles  communes  qui  conduisent  a  les  traiter  en 
parallele.  Nous  avons  vu  dans  le  chapitre  prece¬ 
dent  que  ces  organites  ont  une  position  particuliere 
dans  les  cellules  et  qu'ils  se  distinguent  de  tous  les 
autres  systemes  membranaires  deja  decrits  :  reticu¬ 
lum  endoplasmique,  appareil  de  Golgi,  lyso- 
somes...  Porteurs  d'une  information  genetique 
propre  et  d'une  machinerie  assurant  son  expres¬ 
sion  autonome  (voir  chapitre  4),  ils  se  situent  a 
l'ecart  du  vaste  flux  membranaire  qui  traverse  les 
cellules  eucaryotiques.  Bien  que  cette  information 
genetique  soit  reduite,  sa  seule  existence  implique 
des  modalites  tres  particulieres  de  leur  biogenese  ; 
cette  derniere  a  ete  traitee,  sous  ses  differents 
aspects,  dans  le  chapitre  9.  Enfin,  nous  compren- 


drons  dans  le  chapitre  16,  en  quoi  la  situation  com¬ 
mune,  et  si  particuliere,  de  ces  organites  est  liee  a 
une  meme  origine  evolutive  :  ils  descendent  en 
effet  d'ancetres  procaryotiques  ayant  ete  « annexes 
et  domestiques»  par  les  precurseurs  des  cellules 
eucaryotiques  modernes. 

Les  peroxysomes  sont  des  organites  unimem- 
branaires  differant  des  precedents  a  de  nombreux 
egards.  Cependant,  comme  ils  interagissent  meta- 
boliquement  de  fa  con  importante  avec  eux,  et  que 
leurs  fonctions  oxydatives  doivent  etre  comparees 
a  celles  des  mitochondries  pour  etre  bien  com¬ 
prises,  nous  les  etudierons  aussi  dans  ce  chapitre. 


1.  MORPHOLOGIE 
ET  ULTRASTRUCTURE 
DES  MITOCHONDRIES 
ET  DES  PLASTES 


1.1  Donnees  de  la  microscopie  photonique 


1.1.1.  Mitochondries 

Apres  une  coloration  adequate  (vitale,  au  nitro- 
bleu  de  tetrazolium  -  voir  plus  loin  -,  ou  bien 
apres  fixation,  au  bleu  de  toluidine,  par  exemple), 
ces  organites  apparaissent  sous  forme  de  granules 
plus  ou  moins  allonges  :  globulaires  (de  0,5  a  1  pm 
de  diametre),  ou  filamenteux,  jusqu'a  10  pm  de 
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long  (voir  figure  10.1  et  figure  3.16).  Generalement 
repartis  dans  l'ensemble  du  hyaloplasme,  ils  pre- 
sentent  parfois  des  regroupements  (dans  certains 
ovocytes)  ou  une  localisation  preferentielle,  en 
relation  avec  des  besoins  energetiques  evidents  ; 
quelques  exemples  sont  donnes  plus  loin.  L'utili- 
sation  combinee  du  microcinema  et  du  contraste 
de  phase  montre  que  le  compartiment  mitochon¬ 
drial  (le  chondriome),  est  tres  dynamique  (mouve- 
ments,  fragmentation,  fusion  des  organites)  et  il 
est  done  parfois  difficile  de  definir  clairement 
«l'entite  mitochondriale».  On  considere  en  general 
que  le  nombre  et  le  volume  total  des  mitochon- 
dries  sont  proportionnels  au  volume  cellulaire  :  a 
titre  d'exemple,  environ  1  500  mitochondries  occu- 
pent  20  %  du  volume  d'un  hepatocyte. 


Figure  10.1 

Aspect  des  mitochondries  animales 
en  microscopie  photonique 

(a)  cellule  animale  en  culture  :  fibroblaste  de  poulet  ; 

(b)  cellules  hepatiques  de  rat  (cryofixation  et  cryomicro- 
tomie).  Les  mitochondries  sont  ici  reparties  de  fagon 
homogene  dans  le  cytoplasme.  Cliches  Labo.  BG,  Orsay. 


1.1.2.  Plastes 

Chez  les  Vegetaux  superieurs,  dans  les  cellules 
chlorophylliennes  de  parenchyme  foliaire,  par 
exemple,  les  chloroplastes  apparaissent  comme 
des  organites  de  couleur  verte  et  de  forme  ovoide 
ou  lenticulaire.  Mesurant  de  5  a  10  pm  de  long,  ils 
sont  tres  nombreux  dans  la  cellule  et  en  consti¬ 
tuent  le  compartiment  le  plus  volumineux  :  le 
plastidome  (voir  figure  10.2).  Ils  presentent  une 
organisation  interne  granulaire,  dont  on  verra  la 
signification  ultrastructurale  plus  tard.  Les  tissus 
non  colores  des  Vegetaux  verts  (comme  les  racines 
et  les  tissus  profonds  ou  de  reserve)  ne  montrent 
pas  de  chloroplastes  differencies  tels  que  ceux  que 
l'on  vient  de  decrire,  mais  on  peut  y  observer  des 
organites  qui  leur  sont  apparentes. 


Figure  10.2 

Aspect  des  chloroplastes  des  Vegetaux 
superieurs  en  microscopie  photonique 

Chloroplastes  observes  dans  des  cellules  isolees 
d'euphorbe.  Cliche  J.  Orcival  (Orsay). 


Les  cellules  meristematiques  contiennent  des 
plastes  incolores,  dits  proplastes,  dont  la  taille  est 
a  peine  superieure  a  celle  des  mitochondries,  mais 
dont  la  morphologie  est  assez  differente.  Par  leur 
structure  tres  simple  et  leur  physiologie,  ils  sont 
tout  a  fait  distincts  de  ceux  vus  dans  les  tissus 
chlorophylliens,  et  ils  represented  en  realite  une 
forme  indifferenciee  de  ces  organites.  Dans  certains 
tissus  non  verts  mais  naturellement  colores  (par 
exemple,  la  pulpe  du  fruit  de  la  tomate),  les  cel¬ 
lules  contiennent  des  plastes  ayant  accumule  des 
pigments  rouges,  cristallises  sous  forme  d'aiguilles 
de  lycopene  (un  isomere  du  carotene)  :  ce  sont  des 
chromoplastes.  Les  leucoplastes  sont  des  plastes 
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non  pigmentes,  rencontres  dans  des  cellules  secre- 
trices  d'essences  ou  de  resines  (chez  le  pin,  par 
exemple).  Enfin,  dans  divers  organes  de  reserve, 
on  decrit  d'autres  types  de  plastes  specialises  dans 
l'accumulation  de  molecules  variees  :  amylo- 
plastes,  oleoplastes  et  proteoplastes  (voir 
chapitre  7).  Bien  que  d'aspect  et  de  fonctions  tres 
differentes,  tous  les  plastes  d'une  meme  plante 
appartiennent  a  la  meme  famille  et  contiennent  la 
meme  information  genetique. 

Contrairement  aux  mitochondries,  les  chloro- 
plastes  montrent  une  grande  diversite  de  couleurs, 
de  tallies,  de  formes  ou  d'organisations  internes,  en 
fonction  de  l'origine  specifique  du  vegetal.  Chez  les 
Algues,  en  particular,  ils  prennent  des  aspects  tres 
curieux  :  cupulaires,  etoiles,  spirales,  annulaires, 
lamellaires,  reticules...  Leur  nombre  par  cellule  y 
est  aussi  tres  variable,  allant  de  un  a  plusieurs  cen- 
taines  ou  milliers  ;  ils  ne  manifestent  par  contre 
pas  de  specialisation  tissulaire,  comme  c'est  les  cas 
chez  les  Vegetaux  superieurs  (voir  figure  10.3). 


1.2.  Donnees  ultrastructurales 


1.2.1.  Mitochondries 

L'ultrastructure  des  mitochondries  (connue 
depuis  1953)  est  caracterisee  par  l'existence  de 


deux  membranes  limitantes,  representant  environ 
40  %  des  membranes  cellulaires  dans  un  hepato- 
cyte  (voir  figures  10.4,  9.2  et  9.25).  La  membrane 
externe  est  uniforme  et  continue,  d'epaisseur  voi- 
sine  de  7  nm  ;  la  membrane  interne  en  est  separee 
par  un  espace  intermembranaire  large  de  10  a 
20  nm.  L'epaisseur  de  cette  derniere  est  de  5  a 
6  nm,  ce  qui  temoigne  d'une  difference  de  compo¬ 
sition  chimique  importante  par  rapport  a  la  mem¬ 
brane  externe.  La  membrane  interne  emet  vers 
l'interieur  de  l'organite  des  replis  serres  appeles 
cretes,  dont  l'interieur  est  en  continuite  avec  l'es- 
pace  intermembranaire  ;  sa  surface  est  done  beau- 
coup  plus  etendue  que  celle  de  la  membrane 
externe  (5  fois  plus,  dans  un  hepatocyte).  Comme 
on  le  verra  plus  loin,  le  nombre  et  la  forme  de  ces 
cretes  sont  tres  variables  selon  les  tissus.  De  fa  con 
assez  generale,  celles-ci  sont  perpendiculaires  au 
grand  axe  de  l'organite  ;  elles  traversent  parfois 
celui-ci  de  part  et  d'autre,  mais  le  plus  souvent 
elles  ont  une  extremite  libre  (cretes  lamellaires). 
Chez  les  Protozoaires  Cilies,  les  cretes  sont  tou- 
jours  tubulaires  (voir  figure  7.14). 

L'interieur  de  la  mitochondrie  est  appele 
matrice  mitochondriale  ;  tres  concentree  et 
d'aspect  finement  granuleux,  on  peut  aussi  y  dis- 
tinguer  des  structures  figurees  de  taille  impor¬ 
tante.  Ces  inclusions  sont  les  suivantes  : 


Figure  10.3 

Diversite  des  chloroplastes  observes  chez  quelques  Algues  vertes 

(1)  Chlamydomonas,  (2)  Cosmnrium,  (3)  Spirogyrn,  (4)  Zygnema,  (5)  Acrosiphonia,  (6)  Ulothrix,  (7)  Prnsiola. 
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Figure  10.4 

Ultrastructure  de  divers  types  de  mitochondries 

(a)  cellules  musculaires  ;  (b)  cellules  secretrices  d'hor- 
mones  steroidiennes  (cortico-surrenale  de  rat)  ;  (c)  cel¬ 
lules  de  Champignons.  Cliches  Labos.  BG,  MVE  et  Labo. 
BC4  (R.  Charret),  Orsay. 


-  de  nombreux  granules  opaques  aux  electrons,  de 
15  nm  de  diametre  :  les  mitoribosomes  (voir 
figure  10.5).  Ils  interviennent  dans  la  synthese 
proteique  mitochondriale  se  realisant  a  partir  du 
materiel  genetique  local  (voir  chapitre  4) ; 

-  des  granules  de  grande  taille,  qui  represented 
des  reserves  lipoproteiques,  accumulees  par  les 
cellules  dans  certaines  conditions  physiolo- 
giques ; 

-  des  cristaux  proteiques  de  forme  geometrique, 
avec  un  reseau  tres  regulier,  et  envahissant  par- 


fois  completement  la  matrice  ;  ils  traduisent 
l'accumulation  d'un  nombre  limite  de  proteines  ; 

-  des  cristaux  de  substances  minerales,  generale- 
ment  des  phosphates  de  Ca2+  ou  Mg2+  (souvent 
accumules  dans  des  conditions  pathologiques) ; 

-  des  structures  fibreuses  et  mal  definies,  locali- 
sees  dans  une  zone  claire  de  la  matrice.  L'histo- 
chimie  et  la  biochimie  ont  montre  qu'il  s'agit  de 
molecules  d'ADN.  C'est  le  genome  des  mito¬ 
chondries  (nucleoide),  qui  en  fait  des  organites 
semi-autonomes  du  point  de  vue  de  leur  bioge- 
nese  (voir  chapitre  4). 

D'autres  techniques  d'observation  completent 
cette  approche  ultrastructurale.  En  cryodecapage, 
l'examen  de  repliques  montre  la  presence  de  gra¬ 
nules  de  5  a  10  nm  de  diametre  enchasses  dans  une 
bicouche  lipidique,  et  confirme  la  structure  gene- 
rale  asymetrique  des  membranes  biologiques.  La 
coloration  negative  de  fragments  de  la  membrane 
interne  fait  apparaitre  des  spheres  de  10  nm  de 
diametre,  accrochees  sur  sa  face  interne  par  un  fin 
pedoncule  (voir  figure  10.5)  ;  on  sait  actuellement 
que  c'est  a  leur  niveau  que  se  realise  la  synthese 
d'ATP  dans  les  mitochondries  :  ce  sont  les  com¬ 
plexes  de  l'ATP  synthetase. 

Le  schema  qui  vient  d'etre  decrit  est  le  plus  fre¬ 
quent,  mais  il  existe  une  veritable  differenciation 
mitochondriale  en  fonction  des  tissus  dans  les- 
quels  on  observe  ces  organites.  Cette  diversity  se 
traduit  au  niveau  de  leur  nombre  et  de  leur  forme, 
mais  aussi  de  la  taille,  de  l'orientation  et  de  la  dis¬ 
position  des  cretes  internes.  A  cote  de  mitochon¬ 
dries  globulaires,  on  en  observe  de  tres  longues 
(>  10  pm)  et  ramifiees,  en  particulier  quand  on 
examine  des  coupes  epaisses  en  microscopie  a  tres 
haut  voltage  (voir  chapitre  2).  Mais  c'est  surtout  la 
forme  des  cretes  qui  est  sujette  a  une  importante 
variation  :  relativement  laches  dans  les  hepato- 
cytes,  elles  sont  serrees  dans  les  cellules  muscu¬ 
laires  ou  dans  le  tissu  adipeux  gris  ;  elles  sont  de 
section  triangulaire  et  longitudinales  dans  cer¬ 
taines  cellules  nerveuses  ;  elles  apparaissent  tubu- 
laires  dans  les  glandes  secretant  des  hormones 
steroides  (cortico-surrenales)  (voir  figure  10.4). 

De  fa^on  generate,  le  nombre  et  la  taille  des 
mitochondries,  mais  surtout  la  surface  de  leurs 
membranes  internes,  sont  d'autant  plus  impor- 
tants  que  le  metabolisme  cellulaire  est  eleve  ;  dans 
certaines  fibres  musculaires,  le  volume  de  ces  orga¬ 
nites  atteint  40  %  du  volume  cellulaire.  Diverses 
conditions  pathologiques,  comme  une  carence  en 
cuivre  ou  en  vitamines,  conduisent  a  des  anoma- 
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Figure  10.5 

Particularites  ultrastructurales  des  mitochondries 

(a)  mitoribosomes  de  Tetrahymena  ;  (b)  et  (c)  mitoribo- 
somes  (associes  en  polysomes)  et  ADNmt  (sous  la  forme 
de  structures  fibreuses  diffuses)  presents  au  sein  de  la 
matrice  mitochondriale  chez  la  levure  ;  (d)  particules 
F0/F1  (ATP  synthetases)  ;  des  lambeaux  de  la  mem¬ 
brane  interne  sont  observes  apres  coloration  negative 
(noter  la  richesse  en  particules  pedicellees  :  3  000/pm2). 
Cliches  Labo.  BC4  ,  Orsay  (J.  Andre  et  R.  Charret). 


lies  telles  que  le  gigantisme  ;  un  jeune  prolonge 
peut  induire  un  changement  d'orientation  des 


cretes,  qui  deviennent  longitudinales.  Dans  les  cel¬ 
lules  de  levure,  pendant  la  phase  de  culture  expo- 
nentielle,  toutes  les  mitochondries  (on  en  compte 
jusqu'a  50  pendant  la  phase  stationnaire)  se  ras- 
semblent  en  un  ou  deux  «super-organites»,  des 
mitochondries  geantes  dont  la  forme  est  tres  tor- 
tueuse  et  ramifiee.  Un  cycle  semblable  de  fusion  et 
de  fragmentation  est  decrit  chez  d'autres  micro- 
organismes  ( Euglena ,  Chlamydomonas),  mais  il  est 
fonction  de  la  phase  du  cycle  cellulaire  et  non  pas 
de  la  vitesse  de  croissance. 

Certaines  cellules  presentent  un  regroupement 
des  mitochondries  en  des  endroits  privilegies,  ce 
qui  temoigne  d'une  cooperation  fonctionnelle 
orientee  en  general  dans  le  sens  d'une  fourniture 
maximale  d'energie.  La  contraction  musculaire,  le 
battement  des  cils  et  des  flagelles,  le  pompage  des 
metabolites  a  travers  les  membranes  sont  des  pro¬ 
cessus  gros  consommateurs  d'ATP,  lequel  est 
fourni  par  les  mitochondries.  Dans  les  spermato- 
zoides,  la  base  du  flagelle  est  entouree  d'un  man- 
chon  spirale  et  serre  de  mitochondries  dont  le  role 
est  evident ;  dans  les  fibres  musculaires,  les  myofi- 
brilles  sont  litteralement  enveloppees  de  mito¬ 
chondries  aux  cretes  tres  serrees  ;  enfin,  dans  les 
cellules  des  epitheliums  absorbants  (par  exemple, 
les  cellules  des  tubules  contournes  proximaux  des 
reins),  des  mitochondries  filamenteuses  sont  dispo- 
sees  perpendiculairement  a  la  face  basale,  dans  de 
longues  invaginations  de  la  membrane  plasmique 
dont  le  role  est  de  faciliter  les  echanges  entre  cyto- 
plasme  et  milieu  exterieur. 


1.2.2.  Chloroplastes  des  Vegetaux  superieurs 

Leur  ultrastructure  a  une  organisation  tres  voi- 
sine,  dans  son  principe,  de  celle  des  mitochondries. 
Ils  sont  entoures  par  une  enveloppe  constitute  de 
deux  membranes  de  6  nm  d'epaisseur,  delimitant 
un  espace  intermembranaire  etroit  de  10  a  15  nm. 
L'interieur  du  chloroplaste  est  constitue  par  le 
stroma,  a  structure  finement  granuleuse,  dans 
lequel  baignent  des  systemes  membranaires  tres 
developpes,  orientes  selon  le  grand  axe  de  l'orga- 
nite  et  constitues  en  fait  de  sacs  clos  aplatis  appe- 
les  thylakoi’des.  Certains  de  ces  sacs  constituent 
des  empilements  reguliers  d'une  dizaine  de  disques 
de  0,3  a  0,6  pm  de  diametre  etroitement  accoles  les 
uns  aux  autres  ;  on  appelle  ces  structures  des 
grana  (reconnaissables  en  microscopie  photonique 
sous  forme  de  grains  verts  dans  les  chloroplastes). 


10.  Conversion  de  l'energie  :  mitochondries  et  chloroplastes.  Les  Peroxysomes  295 


Les  grana  sont  relies  les  uns  aux  autres  par  de 
longs  sacs  aplatis  tres  polymorphes  et  communi- 
quant  les  uns  avec  les  autres,  appelles  thylako'ides 
intergranaires  (voir  figure  10.6). 

Contrairement  aux  cretes  mitochondriales,  tous 
les  thylako'ides  sont  clos  et  independants  de  la 
membrane  interne  du  chloroplaste  ;  par  rapport  a 
ces  cretes,  leur  cavite  constitue  done  un  comparti- 
ment  nouveau  et  original,  dont  nous  verrons  plus 
tard  l'importance  fonctionnelle.  Les  membranes  des 
40  a  60  granums  d'un  seul  chloroplaste  represen- 
tent  une  surface  500  fois  superieure  a  celle  de  la 
membrane  externe  de  l'enveloppe.  Les  autres  struc¬ 
tures  rencontrees  dans  le  stroma  sont  les  suivantes  : 

-  des  grains  d'amidon,  apparaissant  en  coupe 
comme  de  grands  trous  clairs  ; 

-  des  granules  osmiophiles,  constitues  de  lipides  : 
les  plastoglobules ; 

-  des  plastoribosomes,  dont  la  taille  est  voisine  de 
celle  des  ribosomes  mitochondriaux  ; 

-  des  structures  fibreuses  localisees  dans  des  zones 
plus  claires  du  stroma  et  representant  les  mole¬ 
cules  d'ADN  du  genome  propre  de  ces  organites. 

Le  cryodecapage  revele  id  aussi  l'existence  de 
particules  intramembranaires  de  divers  types, 
selon  la  membrane  qui  est  observee.  On  met  en 
evidence  une  nette  asymetrie  de  la  membrane  des 
thylako'ides,  qui  possede  en  effet  des  particules  de 
grosse  taille  (12  a  16  nm)  associees  a  la  face  tour¬ 
nee  vers  l'interieur,  ainsi  que  d'autres  de  taille 
plus  modeste  (8  a  10  nm)  associees  a  la  face  tour¬ 


nee  vers  le  stroma.  Sur  des  lambeaux  de  ces  mem¬ 
branes,  la  coloration  negative  fait  de  plus  apparaitre 
des  particules  pedicellees  de  10  nm,  semblables  a 
celles  decrites  sur  les  cretes  mitochondriales  ; 
situees  du  cote  du  stroma,  elles  represented  ici 
aussi  des  complexes  enzymatiques  de  type  ATP 
synthetases.  Une  comparaison  de  l'organisation 
generale  des  mitochondries  et  des  chloroplastes 
est  presentee  dans  la  figure  10.7. 

Pour  terminer,  il  faut  signaler  que  la  diversity 
des  chloroplastes  des  Algues,  soulignee  plus  haut, 
n'est  pas  seulement  morphologique  ;  elle  se 
retrouve  aussi  au  niveau  de  leur  organisation  fon- 
damentale  puisque,  dans  certains  groupes,  ils  pre¬ 
sented  trois,  voire  quatre  membranes  limitantes. 
Cette  caracteristique  remarquable  sera  detaillee 
dans  le  chapitre  15  ;  elle  peut  en  effet  etre  mise  en 
rapport  avec  une  origine  phylogenetique  particu- 
liere  pour  chacun  de  ces  groupes. 


1.3.  Apports  du  fractionnement  cellulaire 
a  I'etude  des  mitochondries 
et  des  chloroplastes 


1.3.1.  Mitochondries 

Elies  sont  aisement  sedimentables  par  centrifu¬ 
gation  d'un  surnageant  postnucleaire  (15  minutes 
a  10  000  g).  Divers  traitements  utilisant  des  deter- 


Figure  10.6 

Ultrastructure  d'un  chloroplaste  de  cellule  de  Vegetal  superieur 

Noter  les  lamelles  thylakoldiennes,  les  empilements  des  saccules  granaires,  la  presence  d'un  grain  d'amidon  (zone 
claire)  et  de  granules  osmiophiles  (lipides)  dans  le  stroma.  Cliche  J.  Orcival  (Orsay). 
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Figure  10.7 


Schemas  compares  d'une  mitochondrie  et  d'un  chloroplaste 

Noter  le  plan  d'organisation  commun  (enveloppe,  ADN,  ribosomes,  etc.)  et  les  differences  portant  sur  les  systemes 
membranaires  internes.  Les  noms  des  differents  compartiments  de  chaque  organite  sont  indiques  en  couleur. 


gents  specifiques  ou  des  chocs  osmotiques,  per- 
mettent  de  decortiquer  completement  ces  organites 
en  tous  leurs  compartiments,  de  la  meme  fagon 
qu'une  cellule  peut  etre  decomposee  en  ses  orga¬ 
nites.  On  peut  donner  quelques  exemples  d'apports 
du  fractionnement  des  mitochondries. 


•  Leur  membrane  externe  est  tres  riche  en  une 
proteine  nommee  porine,  qui  forme  des  pores  lais- 
sant  passer  des  molecules  dont  la  masse  molecu- 
laire  va  jusqu'a  6  kDa  ;  cette  membrane  est  done 
tres  permeable  a  tous  les  metabolites.  De  fagon 
etonnante,  cette  molecule  remarquable  est  sem- 
blable  a  une  proteine  rencontree  dans  la  mem¬ 
brane  externe  des  Bacteries  Gram  negatives  (voir 
chapitre  16). 

•  Leur  membrane  interne  est  depourvue  de 
cholesterol,  mais  elle  contient  un  phospholipide 
unique,  le  diphosphatidyl-glycerol  (cardiolipide), 
molecule  que  seul  cet  organite  est  capable  de  syn- 
thetiser.  Sa  composition  en  proteines  (70  a  80  %)  et 
en  lipides  (20  a  30  %)  est  tres  particuliere,  a  la  fois 
quantitativement  et  qualitativement.  Cette  pro- 
priete,  sans  doute  liee  a  sa  richesse  en  un  grand 
nombre  de  transporteurs  differents  (voir  plus  loin), 
est  responsable  de  sa  faible  fluidite. 


•  Les  mitoribosomes,  l'ADN  mitochondrial,  des 
ARN,  de  nombreuses  enzymes  specifiques,  etc. 
sont  aisement  purifiables  a  partir  d'extraits  de  la 
matrice.  La  concentration  proteique  de  celle-ci 
atteindrait  la  valeur  considerable  de  500  mg/ml. 


On  demontre  ainsi  de  fagon  reproductible  que 
certaines  enzymes  sont  exclusivement  localisees 
dans  un  compartiment  donne  ;  celles-ci  servent 
ensuite  de  moyen  rapide  de  caracterisation  de 
fractions  cellulaires  isolees.  Une  notion  importante 
et  generale  se  degage  done  de  ces  travaux,  a  savoir 
celle  de  marqueur  enzymatique. 

1.3.2.  Chloroplastes 

L'analyse  chimique  des  differents  comparti¬ 
ments  des  chloroplastes  est  egalement  conduite 
grace  aux  techniques  du  fractionnement  cellulaire. 
Celles-ci  sont  relativement  aisees  en  raison  de  la 
grande  taille  de  ces  organites,  de  leur  abondance 
et  de  leur  couleur,  qui  permettent  des  controles  de 
purete  rapides  ;  le  materiel  privilegie  pour  ce  genre 
d'approche  a  longtemps  ete  la  feuille  d'epinard. 
Comme  dans  le  cas  des  mitochondries,  on  peut 
faire  eclater  osmotiquement  les  chloroplastes  et 
purifier  les  differents  compartiments  qui  les  consti¬ 
tuent  grace  a  des  centrifugations  appropriees  en 
gradient  de  saccharose.  C'est  ainsi  qu'on  montre, 
par  exemple,  que  les  pigments  photosynthetiques 
des  Vegetaux  superieurs  sont  uniquement  locali¬ 
ses  dans  les  membranes  des  thylakoides.  De  la 
meme  fagon,  on  a  mis  en  evidence,  pour  ces  mem¬ 
branes,  une  exceptionnelle  richesse  en  glycolipides, 
responsable  d'une  grande  fluidite  ;  l'isolement  et 
la  caracterisation  des  photosystemes  (voir  plus 
loin)  ont  aussi  ete  obtenus  par  ces  techniques. 
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2.  ROLE  DES  MITOCHONDRIES 
DANS  LA  RESPIRATION 
CELLULAIRE 

2.1  Oxydation  complete  de  I'acide  pyruvique 
issu  de  la  glycolyse 

En  degradant  le  glucose  en  pyruvate,  la  glyco¬ 
lyse  ne  preleve  qu'une  toute  petite  partie  de  l'ener- 
gie  potentielle  contenue  dans  le  substrat  initial.  En 
anaerobiose,  les  cellules  realisant  les  diverses  fer¬ 
mentations  deja  decrites  doivent  se  contenter  pour 
vivre  de  maigres  bilans  energetiques  (voir  chapi- 
tre  7).  L'acide  pyruvique  contient  encore,  sous  la 
forme  de  ses  liaisons  intramoleculaires,  beaucoup 
d'energie  libre  qu'une  oxydation  complete  en  CO, 
et  H20,  grace  a  l'oxygene  de  l'air  (Oz),  va  per- 
mettre  d'extraire.  Au  cours  du  processus  general 
appele  respiration  cellulaire,  un  maximum  de 
l'energie  degagee  par  la  reaction  suivante  pourra 
done  etre  recupere : 

C6H1206  +  6  02  ^  6  C02  +  6  H20 

(AG°'  =  -  2  873  kj.mol-1) 
Le  role  physiologique  des  mitochondries  dans 
cette  operation  est  primordial  au  sein  des  cellules 
eucaryotiques  :  elles  permettent  l'oxydation  com¬ 
plete  des  metabolites  et  sont  ainsi  les  principales 
pourvoyeuses  de  l'energie  chimique  consommee 
dans  tous  les  processus  vitaux.  Nous  verrons  plus 
loin  qu'elles  interviennent  aussi  dans  le  metabo- 
lisme  general  de  la  cellule,  en  participant  a  de  nom- 
breuses  syntheses  ou  degradations  chimiques 
(acides  amines,  lipides...). 

Les  phenomenes  respiratoires  prenant  la  suite  de 
la  glycolyse  impliquent  trois  series  d'evenements 
biochimiques  ayant  lieu  au  sein  de  ces  organites  : 
-la  degradation  complete  du  pyruvate 
(CH3  CO  COOH)  en  CO,  et  [H2],  ce  dernier  etant 
pris  en  charge  par  des  coenzymes  qui  passent  de 
l'etat  oxyde  a  l'etat  reduit ;  ceci  se  realise  au  cours 
d'un  cycle  de  reactions,  appele  cycle  de  Krebs, 
qui  se  deroule  pour  l'essentiel  dans  la  matrice  ; 
-la  reoxydation  des  coenzymes  et  le  transport 
des  electrons  (e)  qu'ils  ont  cedes,  le  long  d'une 
chaine  de  transporteurs  situes  dans  la  membrane 
interne,  jusqu'a  un  accepteur  final  :  l'oxygene. 
C'est  l'etape  de  formation  de  l'eau  produite  par 


la  respiration.  Au  cours  de  ce  transport,  une 
expulsion  de  protons  a  lieu,  creant  de  part  et 
d'autre  de  la  membrane  mise  en  jeu  une  diffe¬ 
rence  de  concentration  et  de  pH ; 

-  la  fabrication  proprement  dite  de  l'ATP,  par 
phosphorylation  de  l'ADP,  a  lieu  lorsque  les  pro¬ 
tons  franchissent  a  nouveau  la  membrane  interne 
dans  le  sens  du  gradient  precedemment  forme, 
au  niveau  de  canaux  particuliers  (ATP  synthe¬ 
tases).  C'est  a  ce  moment  la  seulement  que 
l'essentiel  de  l'energie  libre  contenue  dans  le  glu¬ 
cose  initial  est  transformee  en  energie  chimique. 
La  molecule  d'ATP  est  presentee  dans  la 
figure  10.8. 


Figure  10.8 

Formule  de  la  molecule  d'ATP 
Le  dernier  groupement  phosphate  est  tres  aisement 
libere  de  la  molecule  par  hydrolyse  et  transfere  (au  cours 
de  reactions  couplees)  a  d'autres  composes  qui  sont 
alors  actives.  La  liaison  covalente  qui  est  rompue,  par- 
fois  qualifiee  de  « liaison  riche »,  n'a  rien  de  particulier 
en  soi. 


Ces  deux  dernieres  etapes  constituent  ce  qu'on 
appelle  la  phosphorylation  oxy dative.  Une  diffe¬ 
rence  importante  existe  entre  ce  mode  de  synthese 
de  l'ATP  et  celui  mis  en  jeu  dans  la  glycolyse  :  il 
s'agit  de  la  necessity  absolue  d'une  structure  mem- 
branaire  close,  d'un  compartiment  cellulaire  per- 
mettant  la  realisation  d'un  gradient  de  protons. 
Bien  que  hors  de  propos  dans  ce  developpement, 
il  faut  noter  que  des  mecanismes  generateurs 
d'energie  fondamentalement  identiques  se  derou- 
lent  chez  la  plupart  des  Bacteries,  mais  ils  mettent 
alors  en  jeu  le  hyaloplasme  et  la  membrane  plas- 
mique  de  ces  cellules  (qui  ne  presentent  ni  com- 
partimentation  ni  organites  ;  voir  chapitre  2). 
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2.2  Le  role  majeur  du  cycle  de  Krebs  : 
la  formation  du  pouvoir  reducteur 


2.2.1.  DEVENIR  DU  PYRUVATE  FORME 
PAR  LA  GLYCOLYSE  : 

LA  FORMATION  DE  L'ACETYL-CoA 

Le  pyruvate  franchit  aisement  la  membrane 
externe  des  mitochondries  (par  les  pores  deja 
signales),  puis  il  utilise  pour  franchir  la  membrane 
interne  une  proteine  porteuse  specifique  (voir 
plus  loin).  Une  fois  parvenu  dans  la  matrice,  il 
subit  une  decarboxylation  oxydative  qui  le  trans¬ 
forme  en  residu  acetyl  [CH3  CO]  grace  a  l'inter- 
vention  d'un  coenzyme  libre  appele  coenzyme 
A  (CoA).  Ce  coenzyme  est  associe  au  fonctionne- 
ment  d'un  complexe  enzymatique  soluble  de 
grande  taille  :  40  nm  de  diametre,  60  sous-unites  et 
4  500  kDa  de  masse  moleculaire,  appele  pyruvate 
decarboxylase-deshydrogenase  ;  il  est  forme  de 
trois  enzymes  multimeriques  catalysant  chacune 
une  reaction  specifique.  Globalement,  la  reaction 
est  la  suivante : 

[CH3  CO]  COOH  +  Coenzyme  A  +  NAD+ 

[acetyl]  CoA 

->  C02  +  NADH  +  H+  +  [CH3  CO]-CoA 

acetyl-CoA 

Le  bilan  de  celle-ci  est  done  :  le  degagement  d'un 
C02,  la  reduction  d'un  NAD+  en  NADH  +  H+,  et  la 
formation  d'un  acetyl-CoA,  dans  lequel  la  partie 
importante  du  point  de  vue  metabolique,  est  le 
seul  chainon  dicarbone  [CH3  CO]  issu  du  pyru¬ 
vate.  L'acetyl-CoA  est  une  molecule  centrale,  une 
« plaque  tournante»,  dans  le  metabolisme  energe- 
tique  car  elle  constitue  un  lieu  de  convergence  de 
la  degradation  de  nombreux  nutriments,  en  parti- 
culier  des  acides  gras  qui  constituent  la  reserve 
energetique  par  excellence. 


2.2.2.  L'entree  de  l'acetyl-CoA 

DANS  LE  CYCLE  DE  KREBS  ET  SON  OXYDATION 


Le  chainon  dicarbone  acetyl  est  condense  avec 
l'acide  oxaloacetique  (diacide  organique  a  quatre 
carbones),  en  meme  temps  que  le  CoA  est  rege- 
nere.  Le  produit  forme  est  l'acide  citrique  (l'acide 
des  citrons,  bien  connu  comme  additif  alimentaire) 
qui  est  un  acide  tricarboxylique  a  6  C  ;  I'enzyme 
de  condensation  est  appelee  citrate  synthetase.  Le 
cycle  de  Krebs  est,  en  resume,  une  suite  de  neuf 


reactions  consistant  essentiellement  en  une  serie 
de  deux  decarboxylations  et  de  quatre  deshydro- 
genations  redonnant  finalement  la  molecule  a  4  C 
qui  a  servi  d'accepteur  initial,  apres  avoir  degrade 
completement  le  groupement  [CH3  CO]  introduit 
dans  le  systeme.  Les  deux  decarboxylations  don- 
nent  du  C02,  qui  est  en  fait  celui  degage  par  la  res¬ 
piration,  au  niveau  de  l'organisme  ;  avec  celle  qui 
a  eu  lieu  lors  de  la  formation  de  l'acetyl-CoA,  on  a 
bien  perdu  les  3  C  de  la  molecule  d'acide  pyru- 
vique  formee  par  la  glycolyse.  En  ce  qui  conceme 
les  deshydrogenations,  elles  font  intervenir  deux 
coenzymes  classiques  d'oxydoreduction  :  le  NAD+ 
et  le  FAD  (voir  l'ouvrage  Biochimie  1"  cycle,  de 
G.  Hennen)  ;  tous  passent  a  l'etat  reduit  au  cours 
des  quatre  reactions  d'oxydation  des  interme¬ 
diates  du  cycle  (3  NADH  +  H+;  1  FADH2).  Avec  le 
NADH  forme  lors  de  la  synthese  de  l'acetyl-CoA, 
on  a  done  extrait  cinq  paires  d'electrons  du  pyru¬ 
vate  initial  (pour  les  details,  voir  figure  10.9). 

Toutes  les  etapes  du  cycle  de  Krebs,  a  l'excep- 
tion  d'une  seule,  se  deroulent  dans  la  matrice  mito- 
chondriale  et  mettent  en  jeu  des  substrats  et  des 
enzymes  solubles.  Alors  que  le  NADH  est  une 
molecule  libre  dans  la  matrice  de  l'organite,  le  FAD 
est  en  revanche  reduit  en  tant  que  coenzyme  etroi- 
tement  lie  (groupement  prosthetique  covalent)  a 


pyruvate  3C 

NAD+ 


NADH  +  H+ 


CoA 


NADH  oxaloacetate  4C  6C  citrate 
+  H+  ^  j 


FAD 

FAD 


malate 

4C 

3Z 

fumarate 

4C 

succinate 

4C 

CoA 

GTP 


QDp^  succinyl-CoA 


NADH 
a-cetoglutarate  +  H+ 
CoA 
NAD+ 

NADH  +  H+ 


Figure  10.9 

Etapes  du  cycle  de  Krebs 

Noter  le  devenir  de  tous  les  atomes  contenus  dans  le 
pyruvate  provenant  de  la  glycolyse  ;  la  degradation  de 
cette  molecule  est  complete  et  conduit  a  du  C02  et  des 
coenzymes  reduits,  ainsi  qu'a  une  molecule  de  GTP. 
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une  proteine  de  la  membrane  interne  de  la  mito- 
chondrie  :  la  succinate-deshydrogenase.  L'encart 
suivant  decrit  une  technique  classique  de  cytoen- 
zymologie  permettant  de  visualiser  simplement 
l'activite  de  cette  enzyme. 

Encart  technique 

Mise  en  evidence  de  l'activite 
succinate-deshydrogenase 
dans  les  mitochondries  de  cellules  vivantes 

Cette  enzyme  catalyse  la  reaction  suivante  : 
succinate  +  coenzyme  oxyde  (FAD)  — >  fumarate 
+  coenzyme  reduit  (FADH2) 

Aucune  des  molecules  produites  dans  ce  sys¬ 
teme  ne  remplit  les  conditions  requises  dans  la 
technique  cytoenzymologique,  relativement  a  la 
couleur  et  l'insolubilite  (voir  chapitre  3).  On 
couple  done  cette  reaction  a  une  autre,  non  bio- 
logique  et  spontanee,  mettant  en  jeu  un  com¬ 
pose  qui  est  soluble  et  de  couleur  jaune  pale  a 
l'etat  oxyde,  et  insoluble  et  formant  un  precipite 
de  couleur  bleu-violace  a  l'etat  reduit  (nitro- 
bleu  de  tetrazolium).  On  a  done  la  reaction  : 

FADH2  +  compose  oxyde  jaune  — > 

FAD  +  compose  reduit  bleu-violace 
Le  produit  final  des  deux  reactions  couplees 
s'accumule  done  sur  le  lieu  de  la  reaction  cata- 
lysee  par  la  succinate-deshydrogenase,  e'est-a- 
dire  au  sein  des  mitochondries. 
Experimentalement,  on  choisit  des  cellules 
vivantes  qui  se  pretent  a  ce  genre  d'etudes  :  cel¬ 
lules  isolees  (Protistes),  epitheliums  animaux  ou 
vegetaux,  tissus  faciles  a  ecraser  et  dans  les- 
quels  les  organites  sont  faciles  a  voir.  Celles-ci 
sont  incubees  dans  une  solution  tamponnee  de 
succinate  de  Na  et  de  sel  de  tetrazolium  oxyde  a 
faibles  concentrations  (pour  eviter  la  toxicite). 
Une  coloration  violette  apparait  au  niveau  de 
structures  cellulaires  visibles  au  microscope  et 
qui  sont  les  mitochondries.  Cette  reaction  se 
realise  aussi  in  vitro,  sur  des  fractions  purifiees 
de  ces  organites.  Divers  controles  sont  neces- 
saires  pour  demontrer  que  seule  cette  reaction 
est  mise  en  evidence,  en  particulier  l'utilisation 
d'un  inhibiteur  competitif  tres  specifique  de 
l'enzyme  :  le  malonate  (de  structure  tres  proche 
de  celle  du  succinate).  Cette  coloration  vitale 
conduit  neanmoins  a  terme  a  la  mort  de  la  cel¬ 
lule  en  raison  de  l'accumulation  irreversible  du 
compose  reduit  dans  les  mitochondries. 


Du  point  de  vue  energetique,  le  cycle  de  Krebs 
est  directement  a  l'origine  d'une  seule  molecule 
riche  en  energie  par  tour  :  une  molecule  de  GTP, 
equivalente  a  un  ATP.  Celle-ci  est  formee  par  une 
decarboxylation  oxydative  mettant  en  jeu  le  CoA, 
et  qui  est  une  reaction  tres  voisine  dans  son  meca- 
nisme  de  celle  qui  conduit  a  la  formation  de  l'ace- 
tyl-CoA.  On  doit  done  retenir  que  le  cycle  de  Krebs 
n'est  pas  principalement  en  soi  un  systeme  genera- 
teur  d'energie,  mais  un  systeme  fournissant  des 
coenzymes  reduits  qui,  eux,  seront  reoxydes  et  a 
l'origine  d'une  synthese  ulterieure  abondante 
d'ATP.  L'energie  libre,  contenue  initialement  dans 
le  glucose  et  recuperee  lors  des  reactions  d'oxydo- 
reduction  successives,  est  done  ainsi  provisoire- 
ment  stockee  sous  la  forme  de  ce  qu'on  appelle 
habituellement  le  pouvoir  reducteur,  constitue  par 
NADH  +  H+  et  FADH2. 

Du  point  de  vue  metabolique,  on  note  que  le 
cycle  de  Krebs  met  en  jeu  des  acides  organiques 
comportant  successivement  six,  cinq  et  quatre  car- 
bones.  Nous  avons  deja  annonce  que  certains 
d'entre  eux  servent  aussi  de  relais  avec  le  metabo- 
lisme  degradatif  des  aliments  autres  que  les  sucres, 
ou  avec  le  metabolisme  de  synthese  de  nombreux 
precurseurs  (voir  chapitre  7).  II  faut  bien  com- 
prendre  que  :  1)  ce  cycle  n'est  pas  isole  abstraite- 
ment  dans  la  mitochondrie,  comme  on  le  fait  sur 
les  schemas,  2)  chaque  tour  de  cycle  commence  au 
niveau  du  citrate  ne  se  termine  pas  forcement,  et 
3)  on  peut,  en  contrepartie,  entrer  dans  le  cycle  a 
differents  niveaux  autres  que  le  citrate.  Nous  etu- 
dierons  ceci  dans  un  developpement  reserve  a 
l'analyse  de  Tintegration  du  metabolisme. 

2.3  Transport  des  electrons  le  long 
de  la  chaine  des  transporteurs 
membranaires  (chaine  respiratoire) 


2.3.1.  Notion  de  chaine  de  transporteurs 

Les  transporteurs  reduits  au  cours  du  cycle  de 
Krebs  cedent  leurs  electrons  a  1  'O,  a  la  fin  d'une 
longue  cascade  de  reactions  d'oxydoreduction 
mettant  en  jeu  des  constituants  de  la  membrane 
mitochondriale  interne.  Celle-ci  est  tres  riche  en 
proteines,  parmi  lesquelles  on  compte  de  nom- 
breuses  deshydrogenases  ou  transporteurs  d'elec- 
trons  a  groupements  prosthetiques  divers  : 
deshydrogenases  flavoproteiques  (a  FAD  ou 
FMN),  cytochromes  varies  (proteines  a  heme)  et 
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proteines  a  centres  «fer-soufre»  (Fe/S).  L'etude 
des  potentiels  d'oxydoreduction  des  couples 
Red. /Ox.  constitues  par  ces  molecules  montre 
qu'ils  peuvent  etre  classes,  en  fonction  de  leur  E°', 
dans  un  ordre  tel  que  le  flux  des  electrons  est  theo- 
riquement  spontane  depuis  les  coenzymes  reduits 
initiaux  jusqu'a  l'C),,  pour  former  finalement  H,0, 
avec  l'aide  des  protons  (voir  plus  loin).  Le  consti- 
tuant  ayant  le  plus  haut  potentiel  oxyde  celui  qui  a 
le  plus  bas  potentiel ;  c'est  l'inverse  si  on  parle  de 
reduction.  Outre  ces  proteines,  des  petites  mole¬ 
cules  organiques  simples,  hydrophobes  et  incluses 
dans  la  bicouche  lipidique,  servent  de  transpor¬ 
ters  mobiles  d'hydrogene  entre  les  complexes  que 
l'on  vient  de  citer  (par  exemple  :  le  coenzyme  Q). 

Le  principe  d'une  telle  cascade  d'oxydoreduc¬ 
tion,  semblable  a  ce  que  l'on  trouvera  aussi  dans  la 
photosynthese,  est  schematiquement  represente 
dans  la  figure  10.10,  ou  les  composes  PI,  P2,  Pn, 
represented  des  transporteurs  d'hydrogene  ou 
d'electrons  qui  peuvent  etre  de  natures  tres 
diverses.  II  faut  cependant  bien  comprendre  que  le 
transfert  ordonne  et  non  anarchique  (c'est-a-dire 
sans  « courts-circuits »)  des  electrons  le  long  d'une 
telle  cascade  est  du  a  la  specificite  des  interactions 
qui  s'etablissent  entre  un  nombre  limite  de  gros 
complexes  proteiques  constituant  la  chaine  d'oxy¬ 


doreduction  mitochondriale.  La  difference  de 
potentiel  standard  d'oxydoreduction  entre  les  deux 
couples  extremes  de  cette  chaine  est  de  1,14  volt, 
ce  qui  represente  une  liberation  d'energie  libre 
considerable  :  AG°'  =  -  218  kj.mol-1,  pour  deux 
electrons  transferes  du  NADH  a  O, . 

2.3.2.  Organisation  moleculaire 

ET  FONCTIONNEMENT  DE  LA  CHAINE 

RESPIRATOIRE 

Son  organisation  a  ete  longtemps  meconnue  car 
les  proteines  membranaires,  hydrophobes  et  inso¬ 
lubles  dans  les  tampons  d'extraction  aqueux  habi- 
tuels,  sont  de  fa  con  generate  difficiles  a  purifier 
sous  forme  de  complexes  intacts  et  fonctionnels 
(voir  chapitre  5).  L'utilisation  de  detergents  doux 
(le  desoxycholate,  par  exemple),  au  debut  des 
annees  60,  a  permis  de  solubiliser  dans  leur  forme 
native  les  principaux  composants  de  la  chaine  res- 
piratoire.  II  s'agit  de  trois  gros  ensembles  trans- 
membranaires  (notes  I,  III  et  IV)  constitues  de 
nombreuses  chaines  polypeptidiques  associees  a 
leurs  coenzymes,  representant  au  total  au  moins 
une  quinzaine  de  transporteurs  d'electrons  ou 
d'hydrogene  (voir  figure  10.11)  : 


chaine  de  transporteurs  d’hydrogene 
ou  d’electrons 
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Figure  10.10 

Transport  de  I'hydrogene  et  des  electrons  dans  la  chaine  respiratoire. 

(a)  principe  de  la  cascade  des  transporteurs  Pi/  ^2/  Pn  ordonnes,  selon  leurs  potentiels  d'oxydoreduction,  entre  les 
couples  extremes  NAD+/NADH  +  H+  (E°'  =  -  0,32  volt)  et  H2  +  1/2  02/H20  (E°'  =  +  0,82  volt)  ;  le  flux  des  electrons 
est  spontane  tout  le  long  de  cette  chaine  theorique  (reactions  exergoniques)  ;  (b)  schema  illustrant  la  separation  des 
transports  des  electrons  et  des  protons  dans  la  chaine  respiratoire  mitochondriale. 

Le  mouvement  des  electrons  s'effectue  spontanement  depuis  les  potentiels  les  plus  negatifs  vers  les  potentiels  les  plus 
positifs. 
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Figure  10.11 

Organisation  de  la  membrane  mitochondriale  interne 

Les  trois  gros  complexes  d'oxydoreduction  proteiques  notes  I,  III  et  IV,  chassent  les  protons  vers  l'espace  intermem- 
branaire  et  participent  a  la  creation  du  gradient  de  protons  qui  est  exploite  par  l'ATP  synthetase  pour  fabriquer  de 
l'ATP.  Deux  transporteurs  mobiles  sont  impliques  :  le  coenzyme  Q  (qui  diffuse  dans  la  bicouche)  et  le  cytochrome  c, 
situe  dans  l'espace  intermembranaire.  La  succinate-deshy drogenase  est  egalement  representee  (complexe  II). 


-  le  complexe  NADH  deshydrogenase  :  c'est  un 
gros  monomere  (850  kDa),  contenant  26  poly¬ 
peptides  parmi  lesquels  une  proteine  a  FMN  et 
des  proteines  a  centre  Fe/S.  Son  role  est  d'oxy- 
der  le  NADH  et  de  transferer  ses  electrons  au 
coenzyme  Q  intramembranaire  (CoQ,  ou  ubiqui¬ 
none)  ; 

-le  complexe  des  cytochromes  b/cl  :  c'est  un 
dimere  (550  kDa),  contenant  dix  polypeptides, 
parmi  lesquels  les  cytochromes  b,  cl  et  une  pro¬ 
teine  a  centre  Fe/S.  Son  role  est  d'oxyder  le  CoQ 
et  de  transferer  les  electrons  au  cytochrome  c 
(cytochrome  mobile  situe  en  peripherie  de  la 
membrane  interne,  du  cote  externe) ; 

-  le  complexe  de  la  cytochrome  oxydase  (a.a3)  : 
c'est  un  dimere  (320  kDa),  contenant  neuf  poly¬ 
peptides,  parmi  lesquels  les  deux  cytochromes  a 
et  a3,  ainsi  que  des  proteines  a  cuivre.  Son  role 
est  d'accepter  les  electrons  du  cytochrome  c 
(cyt.c)  et  de  les  ceder  a  l'accepteur  final,  l'Q,.  Les 
cytochromes  de  la  classe  a  sont  les  seuls  qui 
soient  auto-oxydables,  c'est-a-dire  capables  de 
s'oxyder  spontanement  au  contact  de  O,. 

Ces  trois  complexes  ne  constituent  pas,  au  sein 
de  la  membrane  interne,  une  chaine  structurale- 
ment  organisee  car  ils  y  sont  presents  en  effet  en 


quantites  bien  differentes  les  unes  des  autres.  Dans 
les  mitochondries  de  coeur,  par  exemple,  on  mesure 
les  proportions  respectives  suivantes  pour  les  trois 
complexes  :  1,  3  et  7,  ainsi  que  9  molecules  de  cyt.c 
et  50  molecules  de  CoQ.  Les  transporteurs  mobiles 
d'electrons  et  d'hydrogene  (cyt.c  et  CoQ)  diffusent 
en  fait  rapidement  dans  le  plan  de  la  membrane 
(soit  a  la  surface,  soit  dans  son  epaisseur)  et  ren- 
contrent  aleatoirement  les  gros  complexes  pro¬ 
teiques  avec  lesquels  ils  interagissent,  apres  les 
avoir  reconnus  grace  a  une  relation  specifique  de 
type  enzyme /substrat.  Certaines  des  sous-unites 
polypeptidiques  de  ces  trois  complexes  sont  codees 
par  le  genome  mitochondrial  ;  chez  les  Animaux, 
par  exemple,  on  en  compte  respectivement  7, 1  et  3, 
dont  on  peut  identifier  les  genes  sur  la  figure  4.18. 

L'analyse  des  mecanismes  de  transport  mis  en 
jeu  le  long  de  cette  chaine  montre  qu'il  existe, 
parmi  les  echangeurs  d'hydrogene,  des  transpor¬ 
teurs  d'hydrogene  moleculaire  et  des  transporteurs 
d'electrons  seuls.  La  chaine  respiratoire  commence 
en  fait  par  un  evenement  unique  qui  est  la  separa¬ 
tion  du  pouvoir  reducteur  en  protons  et  electrons 
(H  =  H+  +  1  e)  puisque  le  NADH,  qui  est  un  trans¬ 
porter  mixte  d'ions  hydrure  (H  +  1  e)  ne  cede  que 
des  electrons  au  premier  complexe  (la  NADH 
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deshydrogenase,  contenant  des  proteines  a  centres 
Fe/S,  qui  n'acceptent  eux-memes  que  des  elec¬ 
trons).  Le  sort  des  protons  ainsi  liberes  et  exclus 
du  transport  sera  evoque  plus  loin.  L'intervention 
ulterieure  du  CoQ  fait  a  nouveau  appel  a  des  pro¬ 
tons  (preleves  dans  la  matrice)  qui  s'associent  a 
son  niveau  aux  electrons  transferes  le  long  de  la 
chaine  ;  on  rappelle  que  ce  coenzyme  est  un  trans- 
porteur  d'hydrogene  alors  que  les  cytochromes 
sont  exclusivement  des  transporteurs  d'electrons. 
En  fin  de  chaine,  les  electrons  servent  a  activer 
I'oxygene  moleculaire  qui,  en  presence  des  pro¬ 
tons,  separes  des  le  debut  de  T  operation,  donnera 
l'eau  (dechet  du  metabolisme  respiratoire),  selon 
la  reaction  globale  presentee  dans  la  figure  10.10. 

Comme  le  NADH  est  une  molecule  tres  reduc- 
trice,  les  electrons  qui  entrent  dans  cette  chaine 
d'oxydoreductions  ont  une  tres  haute  energie  et  ils 
la  perdent  progressivement  au  cours  de  leurs  dif- 
ferents  echanges.  Le  fractionnement  de  cette  reac¬ 
tion  globale  de  mise  en  commun  de  H2  et  O  pour 
former  HzO  evite  que  toute  1' energie  soit  inutile- 
ment  transformee  en  chaleur  (comme  en  chimie 
minerale)  et  permet  son  stockage  sous  une  forme 
exploitee  ulterieurement  pour  fabriquer  de  l'ATP. 
II  existe  trois  etapes  susceptibles  de  « degager »  de 
l'energie  libre  en  quantite  significative,  car  le  AE'° 
entre  les  complexes  Red. /Ox.  concernes  corres¬ 
pond  a  un  saut  energetique  important.  Le  calcul 
de  la  variation  d'energie  libre  (dans  les  conditions 
standard)  fournit  les  resultats  suivants  : 

NADH  ->  CoQ  :  AE°'  =  0,27  volt 

(AG°'  =  -  51  kj.mol- ') 
CoQ/cyt.b  — >  cyt.c  :  AE°'  =  0,22  volt 

(AG°'  =  -  41,4  kj.mol-1) 
cyt.c/cyt.a.a3  — >  02 :  AE°'  =  0,53  volt 

(AG°'  =  -  99,5  kj.mol-1) 


Ces  trois  etapes  correspondent  en  fait  au  fonc- 
tionnement  des  trois  complexes  precedemment 
signales,  qui  se  comportent  comme  des  dispositifs 
de  conversion  energetique,  grace  a  un  mecanisme 
original  de  couplage  energetique  que  nous  analy- 
serons  plus  loin.  Chacun  de  ces  trois  sauts  energe- 
tiques  est  theoriquement  susceptible  de  permettre 
la  phosphorylation  de  l'ADP  +  Pi  en  ATP  puisqu'on 
sait  que  le  AG°'  d'hydrolyse  de  cette  molecule  est 
de  -  30,5  kj.mol-1  (le  AG°'  de  la  reaction  inverse  de 
synthese  etant  done  de  +  30,5  kj.mol-1). 


La  succinate-deshydrogenase  constitue  un  qua- 
trieme  complexe  membranaire  (130  kDa),  qui  est 
tourne  vers  l'interieur  de  la  membrane  et  a  ainsi 


aisement  acces  aux  substrats  matriciels.  La  reoxy- 
dation  du  FADH2  foumi  par  la  reaction  qu'il  cata¬ 
lyse  se  fait  directement  sur  le  CoQ,  qui  se  reoxyde 
par  la  voie  habituelle.  On  note  que,  dans  ce  cas,  le 
premier  des  trois  sauts  energetiques  decrits  plus 
haut  est  court-circuite,  de  sorte  que  la  recuperation 
de  l'energie  a  partir  de  ce  substrat  reduit  est  infe- 
rieure  a  celle  que  permet  l'utilisation  du  NADH 
(2  ATP  au  lieu  de  3).  La  derniere  question  reste 
done  de  savoir  comment  cette  energie  potentielle 
est  recuperee  par  la  mitochondrie  et  comment  elle 
est  finalement  transformee  en  ATP. 


2.4  Creation  d'un  gradient  transmembranaire 
de  protons.  Son  exploitation  grace  a  l'ATP 
synthetase 


Lors  de  la  circulation  des  electrons  a  travers  les 
trois  complexes  transmembranaires  analyses  plus 
haut,  l'energie  dissipee  est  en  fait  utilisee  pour 
assurer,  au  niveau  de  chacun  d'eux,  un  pompage 
de  protons  a  partir  de  la  matrice  et  leur  expulsion 
dans  l'espace  intermembranaire.  L'importante 
energie  libre  degagee  au  cours  des  echanges  d'elec¬ 
trons  evoques  precedemment  est  necessaire  pour 
permettre  le  transfert  des  protons  contre  leur  gra¬ 
dient  de  concentration,  ce  qui  est  evidemment  un 
phenomene  non  spontane  et  consommateur 
d'energie.  L'asymetrie  de  la  membrane  interne  est 
done  une  necessite  absolue  pour  la  realisation 
d'un  processus  qui  est  fondamentalement  vecto- 
riel.  Ce  phenomene  de  pompage  est  directement 
mis  en  evidence  grace  a  la  realisation  de  proteoli- 
posomes  dans  la  membrane  desquels  chaque  com¬ 
plexe  purifie  est  integre  (voir  chapitre  5).  Lorsqu'un 
donneur  et  un  accepteur  d'electrons  appropries 
sont  foumis  a  ces  systemes  reconstitues,  on  demon- 
tre  l'existence  d'un  transfert  de  protons  a  travers  la 
membrane.  Le  mecanisme  intime  par  lequel  le 
transport  des  electrons  est  couple  au  pompage  des 
H+  est  encore  mal  connu  et  sans  doute  different 
pour  les  trois  complexes  respiratoires. 

Le  resultat  du  fonctionnement  de  la  chaine  res¬ 
piratoire  est  la  realisation  d'un  gradient  de 
concentration  de  protons  de  part  et  d'autre  de  la 
membrane  mitochondriale  interne  :  il  y  a  deficit  en 
H+  dans  la  matrice  (pH  basique)  et  exces  dans 
l'espace  intermembranaire  (pH  acide)  (voir 
figure  10.11).  Ceci  s'accompagne  d'une  difference 
de  charge  electrique  puisque  la  face  interieure  de 
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la  membrane  devient  negative  et  sa  face  exterieure 
devient  positive.  On  a  en  fait  un  double  gradient 
de  charges  et  de  protons,  dit  gradient  electrochi- 
mique,  qui  exerce  ce  qu'on  appelle  une  force  pro- 
ton-motrice.  On  estime  que  le  gradient  de  pH 
correspond  a  1  unite  de  pH  et  que  le  potentiel  de 
membrane  est  egal  a  160  mV.  II  est  evident  que  la 
tendance  «naturelle»  des  protons  accumules,  liee 
aux  phenomenes  de  diffusion  simple  et  aux  phe¬ 
nomenes  electriques,  est  de  rentrer  a  nouveau  dans 
la  matrice,  avant  meme  qu'ils  aient  eu  le  temps  de 
s'echapper  par  les  pores  de  la  membrane  externe. 

La  membrane  interne  etant  impermeable  aux 
ions,  le  seul  moyen  pour  les  protons  de  reintegrer 
la  matrice  est  d'emprunter  les  canaux  constitues 
par  les  complexes  transmembranaires  appeles  ATP 
synthetases.  Ceux-ci  sont  constitues  d'une  tete 
spherique  :  la  particule  FI,  baignant  dans  la 
matrice,  elle-meme  accrochee  par  une  tige,  ou  un 
canal  transmembranaire  :  la  particule  F0.  La  masse 
moleculaire  de  cet  enorme  assemblage  est  de 
500  kDa  ;  il  est  constitue  de  neuf  chaines  polypep- 
tidiques  differentes  (dont  deux  sont  codees  par  le 
genome  mitochondrial,  chez  les  Animaux).  Ces 
complexes  represented  a  eux  seuls  15  %  de  la 
masse  des  proteines  de  la  membrane  interne  (voir 


figure  10.10).  Les  mecanismes  couplant  le  passage 
des  protons  a  travers  le  complexe  ATP  synthetase 
a  la  phosphorylation  de  l'ADP  ne  peuvent  etre 
developpes  ici ;  on  se  contentera  de  dire  que  la  tete 
FI  fonctionne  a  la  maniere  d'une  turbine  mue  par 
le  flux  de  protons.  L'ATPsynthetase  ne  fonctionne 
comme  canal  a  protons  qu'en  presence  d'ADP,  qui 
exerce  done  un  controle  strict  sur  toute  la  chaine 
de  transport  des  electrons  (saturation  du  gradient 
de  protons  en  l'absence  d'ADP). 

Les  ATP  synthetases  sont  des  sytemes  reversibles, 
en  ce  sens  que  l'on  a  montre  qu'elles  peuvent 
expulser  activement  des  protons  a  travers  la  mem¬ 
brane,  dans  la  direction  opposee  a  celle  vue  prece- 
demment,  et  contre  un  gradient  de  concentration. 
Dans  ces  conditions,  le  processus  consomme  de 
l'energie  au  lieu  d'en  fournir  ;  celle-ci  est  fournie 
par  une  hydrolyse  de  l'ATP,  ayant  lieu  au  sein  de 
la  tete  FI.  On  peut  en  outre  annoncer  que  dans  les 
chloroplastes  (au  niveau  des  sacs  thylakoidiens), 
ainsi  que  chez  les  Bacteries  (au  niveau  de  la  mem¬ 
brane  plasmique),  des  systemes  analogues  a  celui- 
ci  fonctionnent  de  la  meme  fagon,  soit  pour 
synthetiser  de  l'ATP,  chez  les  premiers,  soit  afin 
de  creer  des  gradients  de  protons  utilisables  pour 
d'autres  fonctions  (que  nous  verrons  plus  loin)  par 


Encart  technique 
Demonstration  du  role  des  ATP  synthetases 


Le  role  de  ces  complexes  dans  la  synthese  de 
l'ATP  a  ete  demontre,  des  les  annees  60,  de  la 
fagon  suivante  :  il  est  possible  d'obtenir  (par  dis¬ 
sociation  aux  ultrasons  de  mitochondries  puri- 
fiees)  des  vesicules  correspondant  a  des 
lambeaux  de  la  membrane  interne  refermes  sur 
eux-memes.  Ces  vesicules  ont  toutes  la  meme 
polarite  et  les  tetes  des  ATP  synthetases  sont 
tournees  vers  l'exterieur,  comme  le  montre  la 
microscopie  electronique.  In  vitro,  ces  structures 
assurent  le  transport  des  electrons  du  NADH  a 
I'oxygene,  tout  en  couplant  cette  oxydation  a  la 
synthese  d'ATP  (phosphorylation  oxy dative).  Au 
moyen  de  detergents  appropries,  on  peut  decro- 
cher  les  tetes  FI  et  les  solubiliser  ;  les  vesicules 
ainsi  denudees  assurent  encore  l'oxydation  de 
NADH,  mais  pas  la  synthese  d'ATP.  Par  ailleurs, 
les  tetes  FI  recuperees  seules  ont  la  capacite 
d'hydrolyser  l'ATP  (activite  ATP  asique)  mais 
pas  de  le  synthetiser.  Si  l'on  rassemble  a  nouveau 
les  deux  composants  (F0  +  FI),  des  vesicules 
completes  se  reconstituent  et  retrouvent  toutes 
leurs  proprietes  ! 


La  preuve  du  role  du  gradient  de  protons  dans  la 
phosphorylation  fut  apportee  par  l'experience 
suivante  :  si  l'on  charge  en  protons  (grace  a  un 
protocole  qu'on  ne  detaillera  pas  ici)  le  contenu 
des  vesicules  submitochondriales,  et  qu'on  les 
transfere  ensuite  dans  un  milieu  dont  le  pH  est 
superieur  au  pH  interne  (deficit  relatif  en  H+)  on 
obtient  instantanement,  sans  intervention  de  pro¬ 
cessus  d'oxydation  (car  on  ne  fournit  ni  NADH 
ni  02),  une  phosphorylation  fugace  de  ADP  +  Pi 
en  ATP.  C'est  en  se  basant  sur  de  telles  expe¬ 
riences  que  P.  Mitchell,  des  1961,  a  propose  son 
hypothese,  nommee  theorie  chimiosmotique, 
pour  rendre  compte  de  la  phosphorylation  oxy- 
dative.  Cette  hypothese,  dans  laquelle  sont  asso- 
cies  des  phenomenes  chimiques  et  des 
phenomenes  osmotiques  (transport  ionique),  pre- 
voyait  un  mecanisme  de  synthese  de  l'ATP  com- 
pletement  different  de  celui  qui  avait  ete  decrit 
pour  la  glycolyse  (phosphorylation  au  niveau  du 
substrat)  et  necessitant  une  structure  close,  limi- 
tee  par  une  membrane  impermeable  aux  protons, 
afin  qu'un  gradient  puisse  etre  cree  et  exploite. 
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fonctionnement  inverse,  chez  les  secondes.  II 
semble  done  clair  que  ce  mecanisme  universel  de 
fabrication  de  l'ATP  soit,  tout  comme  la  glycolyse, 
evolutivement  tres  ancien. 

On  retiendra,  en  conclusion,  qu'une  grande  partie 
de  l'energie  libre  utilisable  contenue  dans  le  glu¬ 
cose,  et  liberee  par  oxydation  complete  grace  a 
l'oxygene,  se  trouve  en  fin  de  compte  transformee 
en  un  gradient  electrochimique  dans  la  mitochon- 
drie,  apres  avoir  ete  momentanement  stocke  sous 
forme  de  pouvoir  reducteur. 


2.5  Bilan  de  I'oxydation  complete 
d'une  molecule  de  glucose 


En  prenant  en  compte  tout  le  pouvoir  reducteur 
produit  au  cours  de  la  glycolyse  et  du  cycle  de 
Krebs,  et  sachant  que  chaque  molecule  de  NADH 
reoxyde  conduit  theoriquement  a  la  synthese  de 
trois  molecules  d'ATP  (trois  sauts  energetiques 
suffisants  dans  la  cascade  des  potentiels)  et  que 
chaque  molecule  de  FADH2  permet  seulement  la 
synthese  de  deux  ATP,  on  calcule  que  38  ATP  sont 
synthetises,  au  maximum,  par  molecule  de  glu¬ 
cose.  Sachant  qu'un  ATP  represente  une  energie 
libre  de  30,5  kj.mol-1,  on  calcule  que  1  160  kj.mol-1 
utilisables  ont  ete  extraits  a  partir  des  2  873  poten- 
tiellement  contenus  dans  une  mole  de  glucose  ;  ceci 
represente  un  rendement  theorique  de  conversion 
de  38  %.  Cette  valeur  est  de  loin  tres  superieure  a 
ce  que  permettent  les  meilleures  machines  ther- 
miques  ou  electriques  construites  par  1'Homme  (10 
a  20  %).  La  raison  de  cette  remarquable  efficacite 
des  machines  biologiques  tient  au  fractionnement 
du  processus  de  combustion  des  aliments  en  mul¬ 
tiples  etapes,  necessitant  plusieurs  intermediaires, 
mais  degageant  chacune  de  petites  quantites 
d'energie  utilisable. 

L'encart  biomedical  suivant  traite  d'un  sujet  de 
societe  particulierement  «brulant». 


3.  ROLE  DES  CHLOROPLASTES 
DANS  LA  PHOTOSYNTHESE 


La  quasi-totalite  de  l'energie  libre  consommee 
par  les  etres  vivants  provient  de  l'energie  solaire 
captee  par  les  Vegetaux  a  travers  la  photosyn- 


Encart  biomedical 

Sport,  metabolisme  oxydatif 
et  aide  ergogenique  a  la  performance 

Les  physiologistes  du  sport  sont  tres  sollicites 
pour  tester  de  nouvelles  methodes  d'entraine- 
ment  et  des  molecules  deja  connues,  voire  ela- 
borees  dans  le  seul  but  d'ameliorer  les 
performances  des  athletes.  L'ensemble  de  ces 
precedes  est  pudiquement  baptise  «aide  ergo¬ 
genique  a  la  performance ».  On  peut  citer 
quelques  exemples  de  molecules  utilisees  : 

-  agents  pharmacologiques  :  amphetamines, 
betabloquants,  diuretiques, 

-hormones  :  hormone  de  croissance,  steroides 
anabolisants, 

-  agents  « oxygenants »  :  erythropoietine,  trans¬ 
fusions, 

-  additifs  nutritionnels  :  glucides,  vitamines, 
creatine. 

Un  muscle  se  contractant  vigoureusement 
consomme  100  fois  plus  d'ATP  qu'au  repos  ; 
l'apport  accru  en  metabolites  et  en  oxygene  est 
done  une  exigence  capitale  pour  un  effort 
continu.  L'utilisation  d'hormones  anabolisantes 
conduit  a  la  fois  a  une  augmentation  de  la  masse 
et  de  la  puissance  musculaires  (en  accroissant  le 
nombre,  la  taille  et  les  capacites  metaboliques 
des  fibres  musculaires),  et  a  celle  des  capacites 
respiratoires  ou  circulatoires  de  l'organisme. 

Les  effets  de  l'hormone  de  croissance  sont  les 
suivants  :  1)  stimulation  de  la  synthese  des  pro- 
teines  dans  les  fibres  musculaires,  2)  stimula¬ 
tion  de  la  production  des  acides  gras,  qui  sont  le 
nutriment  privilegie  de  ces  cellules  lors  d'efforts 
prolonges,  et  3)  augmentation  de  la  concentra¬ 
tion  sanguine  en  glucose.  Les  steroides  anaboli¬ 
sants,  derives  de  la  testosterone,  sont  recherches 
dans  les  sports  qui  exigent  masse  musculaire 
importante  et  force  (lancer  de  poids,  halterophi- 
lie).  Les  sports  tels  que  la  course,  ou  l'endu- 
rance  est  primordiale,  sont  en  revanche  peu 
concernes  par  ces  substances  dopantes. 

D'autres  agents  augmentent  l'apport  en  oxygene 
et  ameliorent  le  metabolisme  aerobie  des  fibres 
musculaires.  A  cote  des  autotransfusions  de 
sang  «fabrique  en  altitude  »,  il  est  possible  d'uti- 
liser  les  effets  de  l'erythropoietine.  Synthetisee 
par  les  reins,  cette  hormone  stimule  fortement 
la  production  des  hematies.  La  fabrication  de 
toutes  ces  hormones  illicites,  banalisee  par  le 
genie  genetique,  les  rend  aisement  accessibles. 
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these  :  organismes  autotrophes,  ils  sont  des  pro- 
ducteurs  primaires,  et  se  situent  ainsi  a  la  base  de 
toutes  les  chaines  trophiques  (voir  chapitre  1).  La 
moitie  de  l'activite  photosynthetique  sur  la  planete 
est  assuree  par  des  micro-organismes  (Procaryotes 
ou  Eucaryotes)  vivant  dans  les  oceans  :  le  phyto- 
plancton.  Seuls  quelques  rares  ecosystemes  inde¬ 
pendants  de  la  lumiere,  a  base  de  chimiosyntheses, 
existent,  en  particulier  dans  les  grands  fonds  sous- 
marins,  au  niveau  des  dorsales  oceaniques. 

3.1  Decouverte  du  processus  fondamental 


L'equation  de  base  de  la  photosynthese  est  don- 
nee  par  la  simple  formule  suivante,  ou  C(H,0) 
represente  un  « element  de  glucide  »,  car  le  glucose 
peut  en  effet  s'ecrire  :  (CH20)6 : 

H20  +  C02  C(H20)  +  o2 

Les  premiers  travaux  sur  la  photosynthese 
datent  de  plus  de  200  ans  ;  une  etape  importante 
dans  la  comprehension  de  ses  mecanismes  biochi- 
miques  fut  accomplie  grace  a  Hill,  en  1939.  Cet 
auteur  montra  le  role  de  la  lumiere  dans  le  trans¬ 
port  des  electrons  et  ouvrit  ainsi  la  voie  aux  recher- 
ches  modernes  dans  ce  domaine.  II  prouva  que  des 
chloroplastes  isoles  assurent  un  degagement  d'O, 
s'ils  sont  eclaires  en  presence  d'un  accepteur 
convenable  d'electrons,  comme  le  ferricyanure 
(reduit  en  ferrocyanure)  ou  des  colorants  orga- 
niques  ;  de  tels  composes  sont  nommes  reactifs  de 
Hill.  Cette  experience  simple  est  tres  importante 
car  :  1)  elle  prouve  que  TO,  degage  vient  de  l'eau, 
car  il  n'y  a  pas  besoin  de  COz  dans  le  phenomene  ; 
c'est  la  photolyse  de  l'eau  ;  2)  elle  montre  que  les 
reactions  liees  a  la  lumiere  peuvent  etre  decouplees 
de  la  reduction  du  CO,,  car  il  n'y  a  pas  formation 
de  sucres,  dans  ce  cas  ;  3)  elle  revele  que  les  chloro¬ 
plastes  peuvent  transformer  l'energie  de  la  lumiere 
et  la  transferer  a  des  composes  organiques  sous 
forme  de  pouvoir  reducteur.  Ceci  se  fait  contre  un 
fort  gradient  de  potentiel  chimique  car  O,  est  le 
plus  puissant  accepteur  d'hydrogene  ou  d'elec¬ 
trons  connu.  Il  faut  bien  comprendre  que  le  mouve- 
ment  des  electrons  dans  le  cas  de  la  photosynthese 
est  endergonique  puisqu'il  est  oppose  a  celui  pre¬ 
sente  pour  les  oxydations  respiratoires,  qui  a  ete 
decrit  comme  spontane  et  exergonique. 

L'equation  generale  de  la  photosynthese  peut 
done  se  simplifier,  dans  un  premier  temps,  en  met- 
tant  en  evidence  l'origine  et  le  devenir  des  elec¬ 
trons,  de  la  fagon  suivante  : 


HzO  +  A  -»  AH2+  1/2  Oz 
lumiere 

Dans  cette  reaction,  A  est  un  accepteur  d'elec¬ 
trons  et  AH2  est  sa  forme  reduite.  La  reaction  de 
Hill  est  une  simple  etape  initiale  :  l'accepteur  ter¬ 
minal  des  electrons  excites  par  la  lumiere  absorbee 
est,  bien  sur,  le  C02,  et  il  faut  imaginer  que  les  chlo¬ 
roplastes  contiennent  des  transporteurs  capables 
d'acheminer  les  electrons  depuis  l'eau  jusqu'au 
C02.  Il  fut  montre  en  1951  que  le  NADP+  etait 
capable  de  se  reduire,  dans  les  memes  conditions 
qu'un  reactif  de  Hill,  en  association  avec  la  pro¬ 
duction  d'02.  Le  NADPH,  tout  comme  le  NADH 
(E°'  =  -  0,32  volts),  est  un  puissant  reducteur 
capable  de  ceder  ses  electrons  a  de  nombreux  sub- 
strats  et  de  les  reduire.  La  photosynthese  consiste 
done  globalement  en  une  «lyse»  de  l'eau,  et  1'02 
degage  est  en  fait  un  dechet  de  ce  metabolisme. 

3.2  Les  mecanismes  fondamentaux 
de  la  photosynthese 


L'effet  primaire  de  la  lumiere  est  done  de  faire 
fonctionner  une  chaine  de  transporteurs  d'elec¬ 
trons  specifique  :  la  chaine  photosynthetique,  qui 
est  a  l'origine  a  la  fois  de  l'energie  chimique  (ATP) 
et  du  pouvoir  reducteur  (NADPH  +  H+).  La  ques¬ 
tion  reste  de  savoir  comment,  tout  au  debut  du 
processus,  on  peut  inverser  le  flux  naturel  des 
electrons  qui  iraient  spontanement  du  NADPH  a 
l'oxygene,  e'est-a-dire  d'un  couple  Red. /Ox.  a 
E°'  <  0  a  un  couple  a  E°'  >  0. 

3.2.1.  Reactions  «lumineuses»  et  «  obscures  » 

Le  processus  photosynthetique  repose  sur  des 
mecanismes  complexes  au  sein  desquels  on  dis¬ 
tingue  classiquement  deux  phases  principals  : 

-  celle  directement  liee  a  la  capture  de  l'energie 
lumineuse  puis  a  sa  transformation  en  energie  et 
en  substrats  chimiques  (ATP  et  NADPH).  Cette 
phase,  purement  chloroplastique,  est  appelee 
phase  lumineuse  (ou  claire)  :  ce  sont  des  reac¬ 
tions  dans  lesquelles  un  electron  active  par  la 
lumiere  solaire  quitte  la  chlorophylle  et  se  deplace 
le  long  d'une  chaine  d'oxydation  banale  ; 

-  celle  consistant  a  fixer  le  C02  et  a  le  reduire  grace 
aux  composes  precedents,  pour  en  faire  de  la 
matiere  organique.  Ces  phenomenes  ne  necessi- 
tent  pas  la  presence  de  la  lumiere  et  constituent 
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la  phase  obscure  (ou  sombre),  qui  commence 
dans  le  stroma  de  l'organite  mais  se  poursuit 
dans  le  hyaloplasme  de  la  cellule. 

Mis  a  part  le  phenomene  original  de  la  photo- 
lyse  de  l'eau,  les  mecanismes  de  base  de  la  photo¬ 
synthese  sont  tres  voisins  de  ceux  decrits  dans  les 
mitochondries  (pour  la  phase  n°  1  :  transport 
d'electrons  et  genese  d'un  gradient  de  protons 
transmembranaire  exploite  par  une  ATP  synthe¬ 
tase),  ou  dans  le  hyaloplasme  (pour  la  phase  n°  2  : 
le  cycle  dit  «de  Calvin-Benson »,  qui  est  compa¬ 
rable  a  de  nombreux  egards  a  la  voie  des  hexoses- 
monophosphates  ;  voir  chapitre  7). 


3.2.2.  Les  pigments  photosynthetiques 

ET  LEURS  PROPRIETES 


La  premiere  etape  de  la  photosynthese  est  la 
capture  de  l'energie  lumineuse  grace  a  des  pig¬ 
ments  colores.  Ces  molecules  sont  des  photorecep- 
teurs  tres  efficaces  car  elles  contiennent  toutes  un 
reseau  continu  de  simples  et  doubles  liaisons  alter- 
nees  (conjuguees)  dans  leur  formule.  Toutes  les 
cellules  photosynthetiques  possedent  un  ou  plu- 
sieurs  de  ces  pigments  ;  il  s'agit  des  pigments 
chlorophylliens  (verts),  des  carotenoides  (jaunes, 
rouges,  pourpres)  et  des  phycobilines  (bleues  ou 
rouges)  (voir  un  ouvrage  de  Biochimie). 

•  Les  chloroplastes  des  Vegetaux  verts  contien¬ 
nent  deux  chlorophylles  chimiquement  tres  voi- 
sines  :  a  et  b.  Toutes  deux  sont  des  molecules  a 
noyau  tetrapyrrole  plan  ferme  (porphyrine),  com- 
plexant  un  atome  de  Mg2+.  Ces  deux  pigments  sont 
caracterises  par  un  spectre  d'absorption  speci- 
fique  de  la  lumiere  visible  ;  legerement  differents, 
ces  spectres  montrent  chacun  un  pic  vers  420- 
470  nm  et  un  pic  vers  640-700  nm.  Ces  molecules 
captent  un  maximum  de  lumiere  dans  les  couleurs 
rouge  et  bleue  du  spectre  lumineux  ;  comme  elles 
n' absorbent  ni  le  vert  ni  le  jaune  (500  a  600  nm), 
elles  apparaissent  avec  cette  couleur,  car  seules  les 
longueurs  d'onde  non  absorbees  traversent  les  tis- 
sus  photosynthetiques  et  parviennent  a  nos  yeux. 


Les  chlorophylles  represented  jusqu'a  10  %  de 
la  masse  des  thylakoides.  La  chlorophylle  a  est 
toujours  presente  chez  les  organismes  a  photosyn¬ 
these  dite  oxygenique  (avec  production  d'02).  Elle 
est  la  plupart  du  temps  associee  a  une  deuxieme 
chlorophylle  :  b  chez  les  plantes  vertes,  les  Algues 
vertes  et  les  Euglenophycees,  c  chez  les  Algues 
brunes,  les  Diatomees  et  les  Dinoflagelles  ;  elle  est 


unique  chez  les  Rhodophycees.  Les  bacteriochlo- 
rophylles  sont  rencontrees  chez  les  Bacteries  pho¬ 
tosynthetiques  vertes  et  pourpres,  qui  realised 
une  photosynthese  non  oxygenique  ;  en  revanche, 
les  Cyanobacteries,  qui  possedent  de  la  chloro¬ 
phylle  a,  presentent  une  photosynthese  oxyge¬ 
nique  classique  (voir  chapitre  2). 

•  Les  pigments  dits  accessoires  sont  represen- 
tes  chez  les  Vegetaux  verts  par  les  carotenoides, 
tels  que  le  carotene  et  les  xanthophylles  (environ 
2  %  de  la  masse  des  thylakoides).  Ce  sont  de 
longues  molecules  poly-isoprenoides  symetriques 
possedant  des  doubles  et  des  simples  liaisons 
altemees  ;  elles  sont  ainsi  capables  de  capter  effica- 
cement  l'energie  lumineuse.  Chez  les  Algues 
rouges  et  les  Cyanobacteries,  on  rencontre  les  phy¬ 
cobilines,  qui  sont  des  pigments  tetrapyrroliques 
lineaires.  Comme  tous  les  pigments  photosynthe¬ 
tiques,  ils  sont  associes  a  des  proteines  pour  for¬ 
mer  des  complexes  appeles  phycobiliproteines. 

Ces  pigments  sont  tres  abondants  chez  certains 
organismes,  au  point  de  cacher  les  chlorophylles  ; 
ils  participent  activement  a  la  capture  de  la 
lumiere,  comme  le  montrent  les  spectres  d'action 
(voir  plus  loin).  Dans  tous  les  cas,  ils  doivent 
cependant  transferer  leur  energie  d'excitation  a 
une  molecule  finale  de  chlorophylle  pour  que  la 
photosynthese  ait  lieu.  Leur  role  physiologique 
consiste  a  elargir  la  gamme  des  longueurs  d'ondes 
utilisables  de  la  lumiere,  puisque  leurs  pics 
d'absorption  different  de  ceux  des  chlorophylles  et 
les  completed.  Ceci  est  particulierement  vrai  chez 
les  Algues  qui  presentent  une  grande  diversity  de 
pigments,  ce  qui  leur  permet  de  coloniser  des  bio¬ 
topes  varies  ;  l'intensite  lumineuse  et  la  qualite 
spectrale  de  la  lumiere  varient  en  effet  en  fonction 
de  la  hauteur  de  la  colonne  d'eau  traversee  par 
celle-ci.  Les  Algues  vertes  restent  confinees  en  sur¬ 
face,  puis  les  Algues  brunes  s'installent,  et  plus 
profondement  encore  les  Algues  rouges,  qui  sont 
susceptibles  de  capter,  grace  a  leurs  phycobilines, 
les  longueurs  d'ondes  medianes  (500  a  600  nm) 
qui  penetrent  le  plus  profondement  dans  la  mer. 


3.2.3.  L'excitation  des  pigments  par  la  lumiere 

Une  fa^on  directe  de  montrer  le  role  des  pig¬ 
ments  dans  la  photosynthese  est  de  realiser  un 
spectre  d'action  photochimique  :  ceci  consiste  a 
mesurer  l'intensite  du  processus  (a  travers  l'inten- 
site  du  degagement  d'02,  par  exemple)  pour 
chaque  longueur  d'onde  du  spectre  du  visible.  On 
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montre  ainsi  que  toutes  les  longueurs  d'onde  n'ont 
pas  la  meme  efficacite,  mais  on  constate  surtout 
que  la  forme  de  la  courbe  obtenue  se  superpose 
presque  exactement  au  spectre  d'absorption  des 
pigments  totaux  de  1'organisme  considere.  Chez 
les  Vegetaux  verts,  deux  pics  principaux  se  dega- 
gent  dans  les  deux  courbes,  au  niveau  des  cou- 
leurs  bleues  et  rouges  ;  on  note  aussi  un  effet  des 
carotenoides  (qui  absorbent  entre  450  et  500  nm) 
qui  se  traduit  par  un  epaulement  net  dans  les 
spectres  d'action  et  d'absorption.  Ce  parallelisme 
est  egalement  valable  pour  les  spectres  d'absorp¬ 
tion  et  d'action  obtenus  chez  les  Algues  brunes  ou 
rouges  ;  il  permet  de  conclure  sur  le  role  des  chlo- 
rophylles  et  des  pigments  accessoires  en  tant 
qu'acteurs  principaux  de  la  capture  de  l'energie 
lumineuse  dans  les  cellules. 

Le  processus  de  conversion  de  l'energie  com¬ 
mence  lorsqu'un  photon  excite  une  molecule  de 
chlorophylle  ;  a  cause  de  son  energie,  ce  photon 
deplace  un  electron  d'une  orbite  atomique  vers  une 
autre,  plus  externe  et  de  plus  haute  energie.  Cette 
molecule  excitee  est  une  forme  instable  qui  a  natu- 
rellement  tendance  a  retourner  a  son  etat  initial 
non  excite  de  diverses  manieres  ;  on  distingue 
trois  cas  : 

-  emission  de  chaleur  et/ou  de  fluorescence ; 

-  transfert  de  l'energie  de  vibration  de  la  molecule 
excitee,  par  resonance,  a  une  molecule  voisine  : 
chlorophylle  ou  carotenoide  (ceci  implique  une 
grande  proximite  des  molecules).  Dans  ces  deux 
cas  l'electron  excite  reintegre  sa  position  initiale 
sur  sa  molecule  de  depart ; 

-  transfert  net  de  l'electron  excite  et  energetique  a 
une  molecule  voisine  qui  sert  d'accepteur  ;  c'est 
typiquement  une  reaction  d'oxydoreduction,  et 
done  un  mecanisme  tres  different  des  precedents. 

Le  probleme  crucial  rencontre  dans  ce  proces¬ 
sus  est  celui  de  la  duree  des  evenements  :  le  retour 
de  l'electron  sur  son  orbitale  initiale  est  tres  rapide 
(de  l'ordre  de  4.10-9  seconde  !).  Au  sein  des  mem¬ 
branes  des  thylakoides  (des  chloroplastes  ou  des 
Bacteries)  les  pigments  sont  en  contact  tres  etroit 
les  uns  avec  les  autres  et  associes  a  des  proteines 
qui  les  stabilisent,  de  sorte  que  la  duree  des  etats 
de  transition  electronique  est  sensiblement  allon- 
gee.  Dans  ces  conditions,  les  electrons  excites  sont 
susceptibles  d'etre  captures  par  un  accepteur  stable 
et  l'oxydoreduction  est  realisable.  Dans  les  chloro¬ 
plastes,  les  differents  pigments  photosynthetiques 
sont  associes  a  des  proteines  membranaires  et  fer¬ 
ment  des  complexes  multiproteiques  de  grande 


taille.  Ces  derniers  constituent  des  unites  photo¬ 
synthetiques  appelees  photosystemes,  qui  corn- 
portent  essentiellement  deux  parties,  l'une, 
volumineuse,  qui  capte  la  lumiere  :  l'antenne  col- 
lectrice,  et  l'autre  qui  assure  la  reaction  d'echange 
des  electrons  et  de  conversion  photochimique  :  le 
centre  reactionnel  (voir  figure  10.12). 

Au  sein  de  l'antenne,  les  photons  sont  collectes 
par  des  centaines  de  molecules  de  chlorophylle 
canalisant  leur  energie  d'activation  en  quelques 
points  oil  se  fait  la  transformation  de  l'energie 
lumineuse  en  energie  chimique  (centres  reaction- 
nels).  Les  chlorophylles  ne  sont  pas  les  seuls  pig¬ 
ments  intervenant  dans  la  collecte  :  les  pigments 
accessoires  sont  aussi  sollicites,  grace  aux  trans- 
ferts  d'energie  de  molecule  a  molecule.  Les  regies 
de  ces  transferts  sont  les  suivantes  :  1)  les  mole¬ 
cules  doivent  etre  tres  proches  (1  a  7  nm)  et  pre¬ 
senter  l'une  par  rapport  a  l'autre  une  orientation 
convenable,  2)  des  molecules  de  nature  differente 
transferent  l'energie  selon  un  ordre  bien  precis  (en 
cascade),  dicte  par  le  fait  que  l'energie  emise  par 
l'emetteur  doit  etre  superieure  a  celle  necessaire  au 
passage  du  recepteur  de  l'etat  normal  a  l'etat  excite. 

Ces  transferts  ne  peuvent  done  s'effectuer  que 
des  pigments  absorbant  les  plus  faibles  longueurs 
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Figure  10.12 

Organisation  schematique  d'un  photosysteme 
L'antenne  collectrice  est  constituee  d'un  grand  nombre 
de  sous-unites  formees  de  complexes  de  proteines  et  de 
pigments  divers,  capables  de  capturer  des  photons,  tan- 
dis  que  le  centre  reactionnel  est  forme  d'un  nombre 
reduit  de  complexes  contenant  de  la  chlorophylle  a. 
C'est  dans  ce  dernier  qu'a  lieu,  par  exemple,  la  reaction 
d'oxydoreduction  fondamentale  (photolyse  de  l'eau). 
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Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


d'ondes  (les  plus  energetiques)  vers  les  pigments 
absorbant  les  plus  grandes.  Apres  avoir  analyse 
les  pics  d'absorption  des  differents  pigments,  on 
peut  done  les  ordonner  en  une  sequence  que  l'on 
represente  en  forme  d'«entonnoir»,  pour  symboli- 
ser  ce  processus  de  canalisation  (cette  figuration 
n'a  rien  a  voir,  en  general,  avec  l'organisation 
moleculaire  de  l'antenne  !).  Dans  tous  les  cas,  la 
chlorophylle  a  se  situerait  en  bas  de  l'entonnoir,  a 
cause  de  son  spectre  d'absorption  etendu  vers  les 
grandes  longueurs  d'ondes  (700  nm)  e'est-a-dire 
vers  les  faibles  energies  d'excitation.  Chez  les 
Algues  rouges  et  les  Cyanobacteries,  qui  posse- 
dent  des  phycobilines,  les  phycobiliproteines  sont 
organisees  en  particules  cylindriques,  de  grande 
taille  (>  10  nm  :  les  phycobilisomes)  et  associees  a 
l'exterieur  de  la  membrane  des  thylakoides. 

Dans  chaque  centre  reactionnel,  une  ou  deux 
molecules  de  chlorophylle  a,  chimiquement  iden- 
tiques  aux  autres  molecules  de  l'antenne,  sont 
dans  un  environnement  proteique  tel  qu'elles 
seront  les  seules  a  perdre  effectivement  un  elec¬ 
tron  de  haute  energie  qui  sera  capte  par  un  accep- 
teur.  II  y  a  ainsi  creation  d'un  trou  positif  dans  la 
molecule  de  chlorophylle,  qui  devra  etre  comble 
grace  a  la  capture  d'un  electron  fourni  par  un  don- 
neur  approprie.  Dans  ce  systeme,  la  chlorophylle 
doit  done  obligatoirement  etre  «encadree»  par  un 
accepteur  et  un  donneur  d'electrons.  II  existe  deux 
types  de  photosystemes  chez  les  plantes  vertes  :  le 
photosysteme  I  (a  centre  reactionnel  dit  P700)  et  le 
photosysteme  II  (dit  P680),  qui  absorbent  des  lon¬ 
gueurs  d'ondes  specifiques. 


3.3  Les  deux  photosystemes  :  le  transfert 
des  electrons  de  I'eau  jusqu'au  NADPH  ; 
la  genese  du  pouvoir  reducteur 


Les  photosystemes  (PS)  sont  des  complexes 
multiproteiques  physiquement  separables  par  des 
traitements  des  membranes  thylakoi'diennes  au 
moyen  de  detergents  doux,  suivis  de  centrifuga¬ 
tions  en  gradient  de  densite  de  saccharose.  Ils  font 
partie  integrante  des  membranes  dans  lesquelles 
ils  sont  plus  ou  moins  enchasses,  en  tant  que  com¬ 
plexes  transmembranaires.  Au  sein  de  ces  edifices, 
le  role  des  proteines  est  de  maintenir  une  geome- 
trie  optimale  des  differents  pigments,  afin  d'assu- 
rer  un  transfert  d'energie  maximum  entre  donneurs 
et  accepteurs  dans  les  centres  reactionnels.  Les 
deux  PS  des  Vegetaux  superieurs  contiennent  a  la 


fois  de  la  chlorophylle  a  et  de  la  chlorophylle  b, 
mais  le  rapport  a/b  est  plus  eleve  dans  le  PS  I  que 
dans  le  PS  II  ;  les  pigments  accessoires  y  sont  en 
quantite  variable  selon  les  organismes.  Outre  les 
pigments  et  les  proteines  de  l'antenne,  un  grand 
nombre  d'autres  molecules,  comme  les  transpor- 
teurs  d'electrons,  que  nous  decrirons  plus  loin, 
entrent  dans  la  constitution  des  photosystemes. 
Les  centres  reactionnels  ne  contiennent  qu'une  ou 
deux  molecules  de  chlorophylle  a  situee  dans  un 
environnement  unique,  comme  on  l'a  vu  plus  haut. 

Les  deux  photosystemes  n'ont  pas  la  meme 
fonction  :  le  PS  I  (P700)  absorbe  des  grandes  lon¬ 
gueurs  d'onde  et  reduit  le  NADP+,  tandis  que  le 
PS  II  (absorption  a  680  nm  et  au-dessous)  preleve 
les  electrons  de  I'eau  et  est  responsable  de  la  pro¬ 
duction  d'O,.  Puisque  des  electrons  seront  finale- 
ment  recuperes  par  le  NADP+,  et  sachant  qu'ils 
proviennent,  en  demiere  analyse,  de  I'eau,  il  faut 
expliquer  le  lien  existant  entre  ces  electrons  et  ceux 
que  les  molecules  de  chlorophylle  sont  capables  de 
capter  et  de  transferer  sous  l'action  de  la  lumiere. 
En  fait,  les  deux  photosystemes  interagissent  et 
interviennent  sequentiellement  dans  la  photosyn- 
these. 


3.3.1.  LE  PHOTOSYSTEME  I 

A  la  suite  du  transfert  d'un  quantum  d'energie 
provenant  des  pigments  excites  de  l'antenne,  la 
chlorophylle  a  du  centre  reactionnel  P700  est  elle- 
meme  excitee.  Celle-ci  cede  tres  rapidement  un 
electron  a  un  accepteur  membranaire,  qui  est  une 
petite  proteine  a  centre  Fe-S  appelee  ferredoxine 
liee.  Le  potentiel  d'oxydoreduction  de  cette  pro¬ 
teine  (-  0,6  volt)  en  fait  un  reducteur  nettement 
plus  puissant  que  le  NADPH.  Comme  le  potentiel 
de  P700  est  lui-meme  de  +  0,4  volt,  il  faut  fournir 
une  grande  quantite  d'energie  aux  electrons  pour 
les  faire  passer  d'un  potentiel  Red. /Ox.  de  +  0,4  a 
-  0,6  volt,  ce  qui  est  contraire  a  leur  « tendance 
naturelle »,  comme  on  l'a  vu  plus  haut ;  cette  ener¬ 
gie  est  en  fait  fournie  par  la  lumiere.  Le  resultat  de 
cette  operation  est  la  perte  nette  d'un  electron  par 
P700,  qui  doit  rapidement  en  recuperer  un  avant  de 
pouvoir  fonctionner  a  nouveau  (l'origine  de  ces 
electrons  sera  donnee  plus  loin).  La  ferredoxine 
liee  reduite  cede  son  electron  a  une  molecule  de 
ferredoxine  soluble  oxydee,  localisee  dans  le 
stroma,  laquelle  sera  reduite  a  son  tour  et  permet- 
tra,  grace  a  une  enzyme  nommee  ferredoxine/ 
NADP+  reductase,  la  formation  de  NADPH. 
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3.3.2.  Le  photosysteme  II 

Le  principe  de  son  fonctionnement  est  le  meme 
que  celui  du  PS  I  ;  le  centre  P6g0  qui  le  caracterise 
est  lui  aussi  active  par  la  lumiere,  et  son  potentiel 
Red. /Ox.  (+  0,8  volt)  est  au  meme  niveau  que  celui 
du  couple  2  H+  +  0"~  H20.  La  perte  d'un  elec¬ 

tron  de  P6g0  sous  l'action  de  la  lumiere  permet  la 
reduction  d'un  accepteur  qui  est  une  plastoqui- 
none  (molecule  voisine  du  CoQ  mitochondrial). 
Cette  perte  d'electrons  cree  done  une  forme  oxy- 
dante  forte  de  P6g0  qui  est  capable  elle-meme  d'oxy- 
der  l'eau,  e'est-a-dire  de  lui  arracher  ses  electrons 
(et  des  H+),  pour  se  regenerer  en  se  reduisant. 
C'est  la  photolyse  de  l'eau  :  H20  —>  2  H+  +  2  e  + 
1/2  O,  ;  l'enzyme  catalysant  la  decomposition  de 
l'eau  contient  un  groupe  d'atomes  de  manganese 
et  lie  deux  molecules  d'eau  (pour  conduire  au 
degagement  d'une  molecule  d'02),  ce  qui  implique 
la  mobilisation  de  4  e  en  une  seule  fois. 

Les  deux  photosystemes  fonctionnent  de  fagon 
sequentielle  :  ils  sont  relies  l'un  a  l'autre  par  une 
serie  de  transporteurs  d'electrons  permettant  a  la 
plastoquinone  reduite  de  ceder  en  fin  de  compte 
spontanement  ses  electrons  au  PS  I  qui,  on  1'a  vu 
plus  haut,  se  trouve  lui-meme  a  l'etat  oxyde  sous 
Paction  de  la  lumiere.  Ce  flux  se  realise  spontane¬ 
ment  puisque  les  electrons  s'ecoulent  naturelle- 
ment  des  E°'  negatifs  vers  les  E°'  positifs.  Les 
transporteurs  mis  en  jeu  sont,  dans  l'ordre  :  1)  une 
plastoquinone  bee  au  PS  II  (Q)  ;  2)  une  plastoqui¬ 
none  libre  et  mobile  dans  la  membrane  (PQ) ;  3)  un 
gros  complexe  transmembranaire  constitue  d'une 
proteine  a  centre  Fe/S,  d'un  cytochrome  de  la 
famille  b  et  d'un  cytochrome  de  la  famille  c  (qui 
contrairement  au  cytochrome  c  mitochondrial  est 
ici  une  proteine  membranaire  intrinseque) ;  4)  une 
proteine  nommee  plastocyanine  (PC),  qui  est  une 
proteine  a  cuivre  dont  le  metal  oscille  entre  deux 
etats  :  Cu2+  et  Cu+  ;  cette  molecule,  localisee  dans 
la  cavite  des  thylakoides,  cede  directement  son 
electron  au  PS  I  oxyde  et  ainsi  le  reduit.  Le  trajet 
complet  des  electrons  le  long  de  la  chaine,  a  travers 
les  trois  complexes  proteiques  et  les  transporteurs 
intermediaires,  est  decrit  de  la  fagon  suivante  : 

H20  PS  II  -»  Q  -»  PQ  ->  Fe-S/ cyt.b/cyt.f  ->  PC 

PC  — >  PS  I  — >  Fdx  bee  — >  Fdx  libre  — >  NADPH 

Le  flux  unidirectionnel  d'electrons  va  globale- 
ment  a  contre-courant  du  sens  « normal »  car  il  est 
en  fait  mu  par  la  lumiere,  qui  agit  au  niveau  de 
deux  propulseurs  energetiques,  ou  « catapultes  », 
qui  sont  constitues  par  les  deux  photosystemes.  Ce 


systeme  est  appele  :  transport  photosynthetique 
d'electrons  non  cyclique.  Une  representation  syn- 
thetique  tenant  compte  des  aspects  energetiques 
des  phenomenes  est  donnee  dans  la  figure  10.13  ;  il 
s'agit  du  classique  schema  dit  en  Z.  L'echelle  des 
potentiels  d'oxydoreduction  permet  de  suivre  les 
trajets  spontanes  (descendants)  ou  non  spontanes 
(montants)  des  electrons  depuis  l'eau  jusqu'au 
NADPH  et  de  comprendre  comment  on  a  pu  la 
remonter  de  +  0,80  volt  jusqu'a  -  0,32  volt.  Nous 
verrons  plus  loin  qu'il  existe  une  autre  modalite 
de  transport,  caracterisee  par  son  aspect  cyclique 
et  n'impbquant  qu'un  seul  PS. 
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Figure  10.13 

Circulation  des  electrons 
le  long  de  la  chaine  photosynthetique 
Cette  representation,  dite  schema  «en  Z»,  prend  en 
compte  les  aspects  energetiques  du  transport  (echelle 
des  E“’  en  volts)  ;  elle  montre  bien  comment  l'energie 
des  photons,  capturee  par  les  deux  photosystemes,  sert  a 
conferer  aux  electrons  une  energie  d'activation  conside¬ 
rable,  en  deux  etapes  successives.  La  photophosphoryla¬ 
tion  cyclique,  qui  ne  produit  pas  de  NADPH,  emprunte 
la  voie  indiquee  en  pointilles. 


3.4  Realisation  du  gradient  de  protons 
et  synthese  d'ATP 


La  chaine  photosynthetique  d'electrons  produit 
du  pouvoir  reducteur  (NADPH),  sous  l'action  de 
la  lumiere,  mais  ce  n'est  pas  sa  seule  finabte.  Les 
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chloroplastes  sont  capables  de  phosphoryler  de 
l'ADP  en  ATP,  en  presence  de  Pi,  sous  l'effet  de  la 
lumiere.  Ce  phenomene  constitue  une  fagon  effi- 
cace  de  Stocker  l'energie  lumineuse,  au  meme  titre 
que  ce  qui  se  produit  dans  les  mitochondries 
lorsqu'elles  oxydent  les  substrats  organiques  :  c'est 
la  phosphorylation  photosynthetique  ou  photoph¬ 
osphorylation. 

Une  experience  capitale  pour  la  comprehension 
de  ce  phenomene,  realisee  en  1966,  montra  l'impor- 
tance  du  role  d'un  gradient  transmembranaire  de 
protons  dans  la  synthese  de  l'ATP  :  des  chloro¬ 
plastes,  a  l'obscurite,  peuvent  fabriquer  de  l'ATP 
lorsqu'une  difference  de  pH  artificielle  est  impo- 
see  de  part  et  d'autre  de  la  membrane  thylako'i- 
dienne.  Cette  experience,  simple  dans  son  principe, 
est  la  suivante  :  on  laisse  incuber  a  l'obscurite  des 
sacs  thylakoidiens  purifies  dans  un  milieu  tam- 
ponne  a  pH  acide  (pH  4),  jusqu'a  ce  que  le  pH  de 
leur  contenu  s'equilibre  avec  celui  du  milieu  ;  on 
les  transfere  ensuite  rapidement  dans  un  milieu  a 
pH  legerement  basique  (pH  8),  en  meme  temps 
qu'on  ajoute  de  l'ADP  et  du  Pi.  On  constate  alors 
qu'une  brusque  et  breve  synthese  d'ATP  accom- 
pagne  le  reequilibrage  des  pH  entre  sacs  thylakoi¬ 


diens  et  milieu  :  la  disparition  de  l'important  gra¬ 
dient  de  pH  artificiel  est  directement  responsable 
de  cette  synthese.  Cette  experience  constitua  histo- 
riquement  une  preuve  directe  de  la  theorie  chi- 
miosmotique  developpee  par  P.  Mitchell. 

3.4.1.  Photophosphorylation  non  cyclique 

La  force  proton-motrice  resultant  du  gradient 
de  protons  est  responsable  aussi  bien  de  la  phos¬ 
phorylation  oxydative  mitochondriale  que  de  la 
photophosphorylation  chloroplastique.  Dans  ce 
dernier  cas,  la  disposition  des  photosystemes  I  et 
II,  ainsi  que  celle  des  transporteurs  d'electrons  qui 
interviennent  entre  eux,  est  telle  que  des  protons 
sont  preleves  dans  le  stroma  et  propulses  dans  le 
sac  thylakoidien,  lors  d'une  etape  de  transfert 
d'electrons  suffisamment  energetique.  Le  complexe 
«proteine  Fe-S/cyt.b/cyt.f»  est  ici  responsable  du 
pompage  des  protons  a  travers  la  membrane  ;  de 
plus,  la  photolyse  de  l'eau  produit  des  H+  restant 
dans  la  cavite  (seuls  les  electrons  sont  transports) 
et  contribue  aussi  largement  a  l'acidification  de  ce 
compartiment.  L'origine  double  des  protons  qui 
forment  le  gradient  est  illustree  sur  la  figure  10.14. 


Figure  10.14 

Organisation  de  la  membrane  thylakoi'dienne  des  chloroplastes  des  Vegetaux  superieurs 

Les  photosystemes  I  et  II,  ainsi  qu'un  gros  complexe  d'oxydoreduction  membranaire  (dit  complexe  b6-f),  participent  a 
la  capture  de  la  lumiere  et  a  la  creation  du  gradient  de  protons  qui  est  exploite  par  l'ATP  synthetase  pour  fabriquer 
l'ATP.  La  plastocyanine  (PC)  et  la  ferredoxine  (Fd)  sont  des  proteines  mobiles  transportant  des  electrons  ;  la  plastoqui- 
none  (Q)  est  un  transporteur  d'hydrogene. 
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Les  particules  de  type  F0/F1  (ATP  synthetases) 
presentes  dans  les  sacs  thylakoidiens  sont  orientees 
de  telle  fa^on  que  les  tetes  FI  sont  tournees  vers 
l'exterieur  des  sacs.  De  meme  que  dans  les  mito- 
chondries,  la  particule  FO  joue  le  role  d'un  canal  a 
travers  lequel  les  protons  reintegrent  leur  milieu 
d'origine,  c'est-a-dire  le  stroma.  II  existe  neanmoins 
une  difference  avec  les  mecanismes  se  deroulant 
au  sein  des  mitochondries  ;  dans  ces  dernieres,  les 
tetes  FI  sont  tournees  vers  l'interieur  du  sac  consti¬ 
tute  par  la  membrane  interne  (vers  la  matrice)  et 
c'est  l'espace  intermembranaire  qui  s'acidifie.  Dans 
les  chloroplastes,  elles  sont  tournees  vers  l'exterieur 
des  sacs  thylakoidiens  (vers  le  stroma)  et  c'est  la 
cavite  de  ces  derniers  qui  s'acidifie  lorsque  le  gra¬ 
dient  est  forme.  Dans  les  deux  cas,  cependant, 
l'ATP  est  synthetise  dans  un  espace  ou  il  est  meta- 
boliquement  utile  :  la  matrice  mitochondriale  ou  le 
stroma  chloroplastique.  Un  sac  thylakoidien  est 
done  l'equivalent  structural  et  fonctionnel  d'une 
Crete  mitochondriale  qui  se  serait  detachee  de  la 
membrane  interne,  et  refermee  sur  elle-meme.  II 
faut  signaler  ici  que  tout  l'ATP  fabrique  dans  les 
chloroplastes  est  utilise  sur  place  pour  la  synthese 
des  sucres,  et  qu'il  n'est  pas  exporte,  a  la  difference 
de  ce  qui  se  passe  pour  les  mitochondries. 

La  synthese  d'ATP  qui  vient  d'etre  decrite  est 
associee  a  la  photolyse  de  l'eau  et  a  la  production 
de  NADPH,  le  flux  des  electrons  etant  continu  de 
l'un  a  l'autre,  le  long  de  la  chaine,  a  travers  les 
deux  photosystemes  :  c'est  la  raison  pour  laquelle 
on  parle  de  photophosphorylation  non  cyclique. 
Grace  a  la  technique  de  cryofracture  et  cryodeca- 
page,  les  complexes  proteiques  mis  en  oeuvre  dans 
ces  processus  apparaissent  comme  des  protube¬ 
rances  caracteristiques  a  la  surface  des  membranes 
thylakoidiennes  ou  granaires.  Leur  localisation  au 
sein  de  ces  membranes  est  la  suivante  : 

-  les  ATP  synthetases  sont  reparties  a  la  surface  de 
toutes  les  membranes,  a  l'exception  de  celles  qui 
participent  aux  accolements,  dans  les  grana  ; 

-les  complexes  Fe-S/cyt.b/cyt.f  sont  uniforme- 
ment  repartis  sur  toutes  les  membranes  granaires 
et  intergranaires ; 

-  le  PS  I  est  localise  a  80  %  dans  les  membranes 
intergranaires  et  granaires  non  accolees,  tandis 
que  le  PS  II  est  localise  a  85  %  dans  les  mem¬ 
branes  accolees  des  grana. 

Cette  disposition  non  homogene  des  complexes, 
en  particulier  celle  des  PS  I  et  II  qui  echangent  des 
electrons,  pose  le  probleme  du  transfert  de  ces  der¬ 
niers  de  l'un  a  l'autre.  On  a  montre  que  ce  sont  en 


fait  les  transporteurs  mobiles  intermediaires  :  plas- 
toquinone  et  plastocyanine,  qui  se  deplacent  dans 
l'epaisseur  ou  a  la  surface  de  la  bicouche  lipidique 
de  la  membrane,  et  qui  assurent  les  transports 
d'electrons  a  longue  distance.  Ceci  implique  une 
grande  fluidite  membranaire,  qui  est  permise  grace 
a  une  forte  proportion  en  galactolipides  insatures. 

3.4.2.  Photophosphorylation  cyclique 

A  cote  du  processus  non  cyclique,  il  existe  un 
mecanisme  de  synthese  d'ATP  ne  mettant  pas  en 
jeu  la  photolyse  de  l'eau  et  le  photosysteme  II,  et 
n'aboutissant  pas  ainsi  a  la  formation  de  pouvoir 
reducteur  :  il  s'agit  de  la  photophosphorylation 
cyclique.  Lorsque  la  quantite  de  NADP+  est  insuf- 
fisante  et  qu'il  n'y  a  pas  d'accepteur  terminal 
d'electrons,  un  court-circuit  se  met  en  place,  qui 
renvoie  les  electrons  excites  du  PS  I  a  lui-meme,  a 
travers  une  serie  de  transporteurs  empruntant  par- 
tiellement  la  voie  normale  entre  PS  I  et  PS  II  (voir 
figure  10.12).  Le  gradient  de  protons  est  entretenu 
et  la  synthese  d'ATP  reste  possible,  mais  comme  le 
PS  I  se  regenere  lui-meme,  avec  ses  propres  elec¬ 
trons,  il  n'est  pas  fait  appel  au  PS  II  et  a  l'eau  ;  il 
n'y  a  done  pas  de  degagement  d'02  et  de  produc¬ 
tion  de  NADPPL  Les  electrons  tournent  en  circuit 
ferme  et  la  lumiere,  agissant  sur  le  centre  reaction- 
nel  P700  du  PS  I,  est  le  moteur  de  cette  machine  a 
fabriquer  de  l'ATP  seul. 

3.5.  Reduction  du  C02 

et  cycle  de  Calvin-Benson 


Toutes  les  reactions  precedentes  necessitent 
l'intervention  de  la  lumiere  ;  leur  bilan  est  la  trans¬ 
formation  d'une  forme  d'energie  physique  (les 
photons)  en  une  forme  d'energie  biologique 
(l'ATP)  et  la  synthese  d'une  molecule  organique 
reduite  :  le  NADPH.  Il  n'y  a  pas  eu,  jusqu'a  pre¬ 
sent,  intervention  du  CO,  et  de  synthese  de  sucres  : 
ceci  implique  une  deuxieme  categorie  de  reactions 
(phase  sombre),  qui  utilisent  les  deux  molecules 
citees  plus  haut,  et  n'ont  done  pas  directement 
besoin  de  lumiere.  Cette  phase  n'est  pas  indepen- 
dante  de  la  phase  lumineuse,  et  les  deux  types  de 
metabolisme  ont  en  fait  lieu  simultanement  dans 
les  chloroplastes  illumines.  La  vitesse  de  la  photo- 
synthese  est  en  general  limitee  par  les  reactions 
sombres  car  la  courbe  traduisant  cette  vitesse  en 
fonction  de  l'intensite  lumineuse  atteint,  apres  une 
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phase  de  proportionnalite  ou  la  lumiere  est  limi- 
tante,  un  plateau  variable  avec  la  concentration  en 
C02  dans  l'atmosphere.  Plus  cette  concentration 
est  elevee,  et  plus  l'intensite  photosynthetique  est 
importante  pour  une  intensity  lumineuse  donnee  ; 
dans  les  conditions  normales  de  concentration 
(0,036  %),  le  C02  est  clairement  le  facteur  limitant 
pour  la  plupart  des  Vegetaux. 


3.5.1.  Fixation  du  C02  et  formation 
du  3-phosphoglycerate 

Une  serie  d'experiences  commencee  en  1945  par 
M.  Calvin  et  son  equipe  a  permis  d'elucider  les 
reactions  biochimiques  conduisant  a  la  reduction 
du  C02,  et  de  determiner  son  accepteur  organique 
initial. 


Encart  historique 

Les  experiences  de  Calvin  et  Benson 

Le  principe  utilise  est  celui  des  experiences  de 
type  pulse,  sans  chasse  (voir  chapitre  3)  ;  le 
materiel  vegetal  etait  constitue  par  des  algues 
vertes  unicellulaires,  faciles  a  cultiver  de  fa  con 
reproductible.  Les  cultures  d'algues  eclairees 
etaient  mises  en  presence  de  C02  radioactif 
(14C02)  pendant  des  temps  tres  brefs,  puis 
immediatement  tuees  par  ebullition  dans 
l'alcool.  Apres  extraction  des  cellules,  les  com¬ 
poses  organiques  etaient  analyses  par  chroma- 
tographie  bidimensionnelle  sur  papier,  puis 
autoradiographie.  Les  taches  radioactives  sur  le 
cliche  indiquent  la  presence  de  molecules  ayant 
incorpore  du  14  C  dans  leur  formule  pendant  le 
temps  de  l'incubation.  II  s'est  avere  que  des 
temps  de  contact  de  seulement  5  secondes  avec 
le  marqueur  suffisaient  pour  que  l'on  ait  une 
reponse  en  ce  qui  concerne  la  nature  des  toutes 
premieres  molecules  fixant  le  CO,  marque.  Des 
durees  de  quelques  dizaines  de  secondes  don- 
naient  deja  des  informations  tres  brouillees,  en 
ce  sens  qu'un  grand  nombre  de  molecules  radio¬ 
actives  avaient  ete  formees  a  partir  du  precur- 
seur  initial  radioactif.  Pres  de  dix  ans  furent 
necessaires  a  l'equipe  de  Calvin  pour  terminer 
l'identification  chimique  de  toutes  les  taches. 


La  premiere  molecule  marquee  apparaissant 
sur  les  autoradiogrammes  fut  identifiee  comme 
l'acide  3-phosphoglycerique,  molecule  deja  ren- 


contree  dans  la  glycolyse  ;  l'hypothese  initiale  fut 
done  simplement  qu'un  compose  a  deux  carbones 
constituait  la  molecule  acceptrice  du  C02  atmo- 
spherique.  II  s'est  avere  que  e'etait  en  fait  une 
molecule  en  C5  qui  fixait  le  COz ;  il  s'agit  du  ribu- 
lose  1,5-bisphosphate,  qui  est  un  derive  phospho- 
ryle  du  ribulose-phosphate  (molecule  appartenant 
aussi  a  la  voie  des  hexoses-monophosphates  ;  voir 
chapitre  7).  La  reaction  mise  en  jeu  conduit  a  une 
molecule  en  C6  qui  est  hydrolysee  en  deux  mole¬ 
cules  d'acide  phosphoglycerique,  une  seule  des 
deux  etant  marquee  au  niveau  de  son  carboxyle 
(voir  figure  10.15). 

L'enzyme  catalysant  cette  reaction  capitale,  spe- 
cifique  des  organismes  photosynthetiques,  est 
nommee  ribulose  1,5-bisphosphate  carboxylase  ; 
on  l'appelle  aussi  RUBISCO  (CO  pour  « carboxy¬ 
lase /oxygenase »  ;  ce  point  sera  explique  un  peu 
plus  loin).  Cette  molecule  geante  (10  nm  de  dia- 
metre)  a  une  masse  moleculaire  de  555  kDa  ;  elle 
est  constitute  de  huit  petites  (15  kDa)  et  huit 
grosses  sous-unites  (55  kDa)  qui  sont  codees  par 
des  genomes  differents,  l'un  localise  dans  le  noyau 
cellulaire,  l'autre  dans  l'organite  lui-meme.  Cette 
enzyme  est  tres  concentree  dans  le  stroma  des 
chloroplastes  et  represente  jusqu'a  50  %  des  pro- 
teines  cellulaires  totales  ;  elle  constitue  la  proteine 
la  plus  abondante  dans  la  biosphere.  Elle  a  la  par- 
ticularite  d'etre  lente  (d'ou  peut-etre  son  abon- 
dance)  car  elle  transforme  seulement  trois 
molecules  de  substrat  par  seconde,  au  lieu  des  10 3 
au  minimum,  pour  une  enzyme  habituelle. 


3.5.2.  Utilisation  du  3-phosphoglycerate 

ET  SYNTHESE  DES  HEXOSES. 

Le  cycle  de  Calvin-Benson 


L'acide  3-phosphoglycerique  est  a  la  source  de 
toutes  les  molecules  organiques  generees  par  la 
photosynthese  ;  il  permet  de  fabriquer  des  sucres 
en  C6  en  utilisant  en  fait  la  voie  de  la  gluconeoge- 
nese,  decrite  dans  le  chapitre  7.  C'est  ici  qu'inter- 
viennent  les  deux  molecules  fabriquees  pendant  la 
phase  claire  de  la  photosynthese,  l'ATP  et  le 
NADPH.  Deux  reactions  qui  les  impliquent  sont 
obligatoirement  mises  en  jeu  pour  remonter  vers  le 
fructose  6-phosphate  :  un  ATP  et  un  NADPH  sont 
consommes  par  triose,  a  ce  niveau,  pour  donner 
du  glyceraldehyde  3-phosphate.  Si  le  principe  de 
la  fixation  du  CO,  est  tres  simple,  en  revanche  la 
question  qui  reste  posee  est  celle  de  la  necessaire 


10.  Conversion  de  l'energie  :  mitochondries  et  chloroplastes.  Les  Peroxysomes  313 


CHzO  -  P 

I 

c=o 

I 

H  — C  — OH 

i 

H— C— OH 

I 

ch2o-p 


A 


Ribulose  1-5  bisphosphate 


ch2o-p 

o.  i 

— C — OH  H20 

"O  I  V 

c=o  - 

I 

H— C— OH 

ch2o-p 

Compose  transitoire  a  6  C 
rapidement  hydrolyse 


ch2o-  p 

I 

H— C—OH 

<COO" 

•coo" 

H— C— OH 

I 

ch2o-p 

Phosphoglycerate 


Figure  10.15 

Fixation  du  C02  sur  le  ribulose  1,5-bisphosphate 

Cette  reaction,  catalysee  par  la  RUBISCO,  produit  deux  molecules  d'acide  3-phosphoglycerique.  Ce  compose  est  le 
premier  obtenu  au  cours  de  la  photosynthese  chez  les  plantes  en  C3. 


regeneration  de  la  molecule  acceptrice  du  CO, 
dans  la  phase  sombre  :  le  ribulose  1,5-bisphos¬ 
phate.  II  s'agit  en  fait  de  reconstituer  des  mole¬ 
cules  en  C5  a  partir  de  molecules  generalement  en 
C3  ou  en  C6.  Ceci  se  realise  grace  a  une  serie 
d'interconversions  de  molecules  voisine  de  celle  de 
la  voie  des  hexoses-monophosphates  ;  cet  ensemble 
de  reactions,  qui  se  deroule  dans  le  stroma  des 
chloroplastes,  constitue  le  cycle  de  Calvin- 
Benson.  Celui-ci  implique  l'utilisation  de  12  ATP 
et  12  NADPH  (pour  la  fixation  du  C02  dans 
12  trioses),  et  de  six  ATP  supplementaires  pour 
phosphoryler  les  six  pentoses-phosphates  et  les 
regenerer  en  six  pentoses-bisphosphates.  Le  bilan 
net  de  ce  cycle  complexe  est  l'incorporation  de  six 
molecules  de  COz  (au  cours  de  six  tours  de  cycle) 
pour  donner  une  molecule  organique  en  C6.  Pour 
plus  de  details,  voir  un  ouvrage  de  Biochimie. 

Si  Ton  admet  que  deux  photons  sont  captes 
simultanement  par  chaque  photosysteme  pour 
propulser  les  deux  electrons  necessaires  a  la  for¬ 
mation  de  1  NADPH  (soit  quatre  photons  en  tout), 
on  peut  calculer  le  bilan  energetique  de  l'acte  pho- 
tosynthetique.  Une  molecule  de  glucose  demande, 
pour  sa  synthese,  la  fabrication  de  12  NADPH  et 
de  18  ATP,  soit  la  consommation  de  48  photons. 
Connaissant  le  contenu  energetique  d'un  photon 
de  longueur  d'onde  moyenne  de  600  nm,  et  l'ener- 
gie  potentielle  contenue  dans  une  molecule  de  glu¬ 
cose,  on  calcule  un  rendement  de  30  %. 

Le  premier  ose  fabrique  par  le  cycle  de  Calvin 
est  un  triose  :  le  glyceraldehyde  3-P.  Ce  compose 


hydrosoluble  ne  peut  pas  s'accumuler  dans  le 
stroma  du  chloroplaste,  car  l'augmentation  de  sa 
concentration  y  provoquerait  rapidement  une  ele¬ 
vation  importante  de  la  pression  osmotique 
interne.  Deux  solutions  sont  possibles  : 

-  soit  les  trioses  phosphates  sont  exportes  hors  de 
l'organite,  en  empruntant  un  transporteur  speci- 
fique  de  la  membrane  interne  ; 

-  soit  il  y  a  synthese,  au  sein  du  stroma,  d'une 
macromolecule  de  stockage  :  l'amidon,  qui  ne 
change  pas  l'osmolarite  du  contenu  du  plaste. 

Les  mecanismes  de  synthese  du  saccharose  et 
de  l'amidon  ont  ete  traites  dans  le  chapitre  7  et  ne 
seront  pas  decrits  a  nouveau. 

3.6  La  photosynthese  en  C4 
chez  les  plantes  tropicales 


Toutes  les  plantes  vertes  ne  possedent  pas  le 
type  de  metabolisme  photosynthetique  que  Ton 
vient  de  decrire.  Vers  le  milieu  des  annees  60, 
Hatch  et  Slack  ont  en  effet  demontre  que  chez 
certaines  plantes  d'origine  tropicale,  comme  le  mais 
ou  la  canne  a  sucre,  ce  sont  des  molecules  a  4C 
(acides  dicarboxyliques),  et  non  a  3C,  qui  appa- 
raissent  les  premieres  marquees  lors  de  la  fixation 
du  C02  radioactif.  Ces  plantes  sont  designees 
plantes  en  C4,  par  opposition  aux  plantes  en  C3 
des  zones  temperees  et  fraiches,  qui  presentent  le 
metabolisme  deja  analyse. 
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3.6.1.  Un  exemple  de  cooperation  metabolique 

TISSULAIRE 


L'assimilation  du  C02  chez  ces  plantes  est  inte- 
ressante  car  elle  met  en  jeu  deux  types  cellulaires 
cooperant  au  sein  des  tissus  chlorophylliens.  En 
effet,  contrairement  aux  plantes  en  C3,  dont  toutes 
les  cellules  des  parenchymes  chlorophylliens  ont 
les  memes  proprietes,  les  feuilles  des  plantes  en  C4 
possedent  deux  sortes  de  cellules  qui  different  a  la 
fois  par  des  caracteres  structuraux  et  physiolo- 
giques  (voir  figure  10.16).  Les  cellules  du  meso- 
phylle  et  cedes  de  la  gaine  perivasculaire 
(entourant  les  vaisseaux  conducteurs)  montrent  un 
polymorphisme  chloroplastique  tres  net.  Les  chlo- 
roplastes  des  cellules  du  mesophylle  sont  d'aspect 
classique,  avec  des  grana  typiques  et  nombreux  ; 
ceux  des  cellules  de  la  gaine  ont  des  sacs  thylakoi- 
diens  tres  allonges,  espaces,  sans  grana  evidents, 
et  ils  contiennent  des  grains  d'amidon  abondants 
(voir  figure  10.17).  D'un  point  de  vue  physiolo- 
gique,  ces  deux  types  d'organites  et  de  cellules  ne 
font  pas  du  tout  la  meme  chose,  comme  le  mon¬ 
trent  des  experiences  menees  sur  des  cellules  iso¬ 
lees  experimentalement. 

La  premiere  reaction  mise  en  jeu  chez  les  plantes 
en  C4  est  la  carboxylation  du  phosphoenolpyru- 
vate  en  oxaloacetate,  qui  a  lieu  dans  les  cellules  du 
mesophylle.  Cette  reaction  est  catalysee  par  une 
enzyme  hyaloplasmique  :  la  phosphoenolpyruvate 
carboxylase.  Premiere  molecule  formee  par  fixation 
du  CO,,  l'oxaloacetate  est  tres  rapidement  converti 
en  malate  ou  en  aspartate,  selon  les  especes.  Ces 
composes  sont  ensuite  exportes  vers  les  cellules 
voisines  de  la  gaine,  a  travers  des  ponts  cytoplas- 
miques  (plasmodesmes)  qui  les  font  communiquer. 
Les  chloroplastes  des  cellules  du  mesophylle  sont 
depourvus  de  RUBISCO  ;  ils  assurent  cependant 
les  reactions  claires  habituelles  et  fabriquent  de 
l'ATP  et  du  NADPH,  qui  sont  utilises  dans  le  cadre 
de  ce  metabolisme  particulier  (voir  plus  loin). 


Les  cellules  de  la  gaine  perivasculaire  prennent 
en  charge  les  deux  composes  en  C4  importes  et 
commencent  par  les  decarboxyler,  au  sein  de  leurs 
chloroplastes  particuliers,  pour  donner  du  pyru¬ 
vate  et  du  CO„  lequel  se  dissout  dans  la  phase 
aqueuse.  Le  pyruvate  retourne  ensuite  vers  les  cel¬ 
lules  du  mesophylle,  tandis  que  le  CO,  libere  dans 
les  cellules  de  la  gaine  perivasculaire  y  alimente  le 
cycle  de  Calvin  normal,  avec  fixation  sur  le  ribulose 
1,5-bisphosphate,  tel  qu'on  l'a  decrit  plus  haut ;  il 


Figure  10.16 

Coupe  d'une  feuille  de  plante  en  C4 

Localisation  des  cellules  de  la  gaine  perivasculaire 
(autour  des  faisceaux  conducteurs)  et  des  cellules  du 
mesophylle. 


Figure  10.17 

Ultrastructure  d'un  chloroplaste  de  gaine  perivasculaire 
de  feuille  de  mais 


Noter  l'aspect  particulier  des  sacs  thylakoidiens,  allon¬ 
ges,  tres  espaces  et  ne  presentant  pas  de  grana.  Cliche 
J.  Brangeon. 
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fournit  des  trioses  phosphates,  des  hexoses  et 
meme  de  l'amidon.  Grace  a  leurs  thylakoides  aty- 
piques,  ces  cellules  fabriquent  de  l'ATP  pour  faire 
tourner  ce  cycle  (le  NADPH  etant  obtenu  au  cours 
de  la  decarboxylation  du  malate  en  pyruvate). 

Apres  son  retour  dans  les  chloroplastes  des  cel¬ 
lules  du  mesophylle,  le  pyruvate  est  phosphoryle 
en  phosphoenolpyruvate  (grace  a  l'ATP  forme  par 
les  grana)  et  l'accepteur  primaire  du  C02  est  ainsi 
regenere  :  la  boucle  est  fermee  (voir  figure  10.18). 

3.6.2.  Une  adaptation  physiologique 

On  comprend  mal  a  priori  l'interet  physiolo¬ 
gique  de  ce  systeme  complexe  d'interconversions 
et  d'echanges  entre  compartiments  et  cellules 
(nomme  cycle  de  Hatch  et  Slack),  qui  consomme 
en  outre  de  l'energie  sous  forme  d'ATP  !  L'explica- 
tion  du  metabolisme  des  plantes  en  C4  est  en  fait  a 
chercher  du  cote  de  leur  ecologie  et  de  leur  adap¬ 
tation.  Toutes  les  plantes  en  C4  (soit  plus  de 
100  especes  cortnues  a  l'heure  actuelle)  sont  origi- 
naires  des  regions  tropicales  chaudes  et  arides.  La 
temperature  elevee  et  la  faible  hygrometrie  de  ces 
milieux  imposent  aux  plantes  de  fermer  leurs  sto- 
mates  epidermiques  au  maximum  dans  la  journee, 
pour  eviter  les  pertes  d'eau  par  transpiration.  Ceci 
a  pour  consequence  une  tres  faible  entree  d'air  et 
done  une  concentration  tissulaire  moyenne  en  CO, 


tres  basse  (10  fois  moins  que  celle  de  Pair  atmo¬ 
spherique).  Dans  ces  conditions,  la  RUBISCO  est 
peu  efficace  pour  fixer  le  C02  (voir  plus  loin),  et  la 
photosynthese  fonctionne  mal.  Les  plantes  en  C4 
tournent  cette  difficulty  car  : 

-  la  phosphoenolpyruvate  carboxylase  est  une 
enzyme  fonctionnant  tres  bien  a  faible  teneur  en 
C02  :  dans  les  cellules  du  mesophylle,  elle  peut 
se  contenter  du  faible  CO,  ambiant  pour  realiser 
sa  fixation ; 

-  la  liberation  du  CO,  fixe  sous  forme  de  malate, 
par  decarboxylation  dans  les  cellules  de  la  game, 
y  realise  localement  une  concentration  en  C02 
qui  atteint  10  fois  celle  de  l'air  atmospherique. 
Ceci  permet  a  la  RUBISCO  de  fonctionner  a  plein 
regime  et  dans  des  conditions  bien  meilleures 
meme  que  celles  rencontrees  par  les  plantes  en 
C3  des  zones  temperees,  ou  le  COz  tissulaire  et  le 
COz  ambiant  sont  a  peu  pres  a  l'equilibre  de 
concentration. 

Dans  les  zones  tropicales,  ou  la  lumiere  est 
abondante  et  les  temperatures  elevees,  la  teneur 
atmospherique  en  C02  devient  en  outre  un  facteur 
limitant  de  la  photosynthese  ;  le  cycle  de  Hatch  et 
Slack  permet  done  de  diminuer  l'effet  de  ce  phe- 
nomene  de  limitation.  Ce  processus  est  plus  exi- 
geant  en  ATP  (30  molecules  contre  18,  pour  un 
hexose),  mais  comme  la  RUBISCO  fonctionne  plus 
efficacement  que  dans  les  plantes  en  C3,  les 
plantes  en  C4  ont  au  bout  du  compte  un  rende- 


cellule  du  mesophylle  cellule  de  la  gaine  perivasculaire 


Figure  10.18 

Principe  du  metabolisme  photosynthetique  des  plantes  en  C4 

Observer  les  interactions  entre  compartiments  d'une  meme  cellule  et  les  echanges  de  metabolites  entre  cellules  diffe- 
rentes  (PEP  :  phosphoenolpyruvate).  Seuls  les  plastes  de  la  gaine  perivasculaire  possedent  de  la  RUBISCO. 
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ment  en  production  primaire  plus  eleve  que  les 
precedentes.  On  peut  rapprocher  de  ce  metabo- 
lisme  un  autre  type  de  strategic  photosynthetique, 
nommee  CAM  (crassulacean  acid  metabolism),  mise 
en  evidence  chez  des  plantes  grasses  adaptees  aux 
regions  arides,  et  dont  le  principe  a  ete  decrit  dans 
le  chapitre  7. 


4.  AUTRES  FONCTIONS 
DES  MITOCHONDRIES 
ET  DES  PLASTES.  INTEGRATION 
DU  METABOLISME 
ENERGETIQUE 
ET  INTERMEDIATE 


4.1  Synthese  et  degradation 
de  metabolites  varies 


4.1.1.  OXYDATION  DES  ACIDES  GRAS  ET  SYNTHESE 

DE  L'ACETYL-CoA  DANS  LES  MITOCHONDRIES 


En  dehors  des  phospholipides  et  des  glycolipi- 
des  membranaires,  les  acides  gras  existent  dans  les 
cellules  essentiellement  sous  forme  de  triglyce¬ 
rides.  Ces  molecules  extremement  reduites  consti¬ 
tuent  une  source  d'energie  considerable  :  AG°'  de 
l'oxydation  complete  de  l'acide  palmitique  = 
-  9  781  kj.mol-1.  Les  acides  gras  representent  envi¬ 
ron  40  %  du  combustible  brule  par  un  Homme  en 
regime  alimentaire  normal. 


•  Etapes  biochimiques  de  la  p-oxydation.  Les 
acides  gras  naturels  contiennent  un  nombre  pair  de 
carbones,  ce  qui  tient  a  leur  mode  de  synthese 
impliquant  des  chainons  dicarbones.  De  meme, 
leur  degradation  se  realise  en  decrochant  successi- 
vement  des  chainons  dicarbones  (CH3-COOH,  ou 
residus  acetyle)  a  partir  de  l'extremite  COOH  ; 
toutes  les  etapes  mises  en  jeu  sont  catalysees  par 
des  enzymes  de  la  matrice  mitochondriale  (la  ques¬ 
tion  de  la  penetration  des  acides  gras  dans  l'orga- 
nite  sera  traitee  plus  tard).  Ces  chainons  ne  sont 
pas  directement  liberes  mais  sont  associes  au  coen¬ 
zyme  A  pour  former  de  1'acetyl-CoA,  comme  dans 
l'oxydation  du  pyruvate  (voir  le  cycle  de  Krebs). 
Ce  processus  d'amputation  recurrente  des  acides 


gras  est  designe  sous  le  nom  de  p-oxydation.  La 
premiere  reaction  subie  par  l'acide  gras  de  depart 
est  une  activation  sous  la  forme  d'un  acyl-CoA  qui 
necessite  l'hydrolyse  d'un  ATP  et  l'intervention 
d'une  molecule  de  coenzyme  A  ;  cette  etape,  cou- 
plee  au  transport  dans  la  matrice  mitochondriale, 
est  catalysee  par  une  acyl-CoA  synthetase. 

L'enlevement  d'un  acetyl-CoA  necessite  quatre 
operations  successives  :  1)  une  oxydation,  via  une 
enzyme  a  coenzyme  FAD  ;  2)  une  hydratation  ; 
3)  une  oxydation,  via  une  enzyme  a  coenzyme 
NAD+  et  4)  l'intervention  d'un  coenzyme  A.  Cette 
serie  recurrente  de  reactions  est  parfois  designee 
du  nom  de  son  decouvreur,  «helice  ou  spirale  de 
Lynen»  (1955).  Les  coenzymes  reduits  FADH2  et 
NADH  se  reoxydent  aisement  sur  la  chaine  respi- 
ratoire  puisque  toutes  ces  reactions  sont  catalysees 
au  sein  de  la  matrice.  De  meme,  chaque  acetyl-CoA 
forme  par  tour  de  cycle  est  susceptible  d'entrer 
dans  le  cycle  de  Krebs  et  d'etre  metabolise  selon  le 
processus  deja  decrit.  Le  bilan  energetique  de  la 
combustion  complete  d'un  acide  palmitique,  en 
tenant  compte  de  l'ATP  qui  est  consomme  au 
depart,  est  le  suivant : 

Palmitate  +  23  O,  +  129  ADP  +  129  Pi  ->  16  C02  + 
145  H20  +  129  ATP 

Les  129  ATP  fabriques  representent  au  total  un 
AG°'  d'hydrolyse  de  3  937  kj.mol-1 ;  le  rendement 
energetique  de  la  combustion  complete  du  palmi¬ 
tate  est  done  de  0,4  (efficacite  voisine  de  celle  cal- 
culee  pour  le  glucose).  Contrairement  a  ce  qui  se 
passe  pour  l'oxydation  des  sucres  (ou  CO,  produit 
=  02  consomme),  le  rapport  02/C02  est  ici  supe- 
rieur  a  1.  Les  acides  gras  insatures  sont,  quant  a 
eux,  oxydes  selon  un  mecanisme  analogue  a  celui 
decrit  pour  les  satures,  mais  quelques  reactions 
supplementaires  sont  au  prealable  necessaires 
pour  eliminer  les  doubles  liaisons  presentes  initia- 
lement  dans  la  molecule.  II  faut  enfin  noter  que  ces 
reactions  fournissent  une  grande  quantite  d'eau 
(145  molecules  pour  un  palmitate)  ;  en  fait,  e'est 
ainsi  que  le  chameau  stocke  virtuellement  de  l'eau 
dans  sa  bosse,  sous  la  forme  d'une  grande  quantite 
de  graisse  accumulee  ! 

•  Activation  et  transport  des  acides  gras  dans 
la  mitochondrie.  Les  reserves  lipidiques  etant  loca- 
lisees  dans  le  hyaloplasme,  se  pose  le  probleme  du 
transfert  des  acides  gras  dans  la  matrice  mitochon¬ 
driale  ;  e'est  un  processus  complexe  mettant  en  jeu 
au  moins  cinq  enzymes  differentes  localisees  dans 
les  divers  compartiments  mitochondriaux  (voir 
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figure  10.19).  La  membrane  externe  contient  les 
acyl-CoA  synthetases  qui  activent  les  acides  gras 
grace  a  l'ATP  et  au  coenzyme  A  ;  les  acyl-CoA  se 
trouvent  simultanement  transferes  dans  l'espace 
intermembranaire,  selon  un  mecanisme  encore  mal 
connu.  Dans  cet  espace  est  aussi  situee  l'enzyme 
nommee  adenylate-kinase,  qui  recycle  LAMP  pro- 
duit  par  la  reaction  precedente  en  catalysant  la 
reaction  :  ATP  +  AMP  — >  2  ADP  (ces  derniers  vont 
se  recharger  dans  la  mitochondrie  en  empruntant 
le  transporteur  ADP/ ATP  ;  voir  plus  loin).  La 
membrane  interne  porte  trois  enzymes  chargees 
de  faire  passer  1'acyl-CoA  dans  la  matrice  ;  ce 
mecanisme  fait  en  outre  intervenir  une  petite  mole¬ 
cule  organique  :  la  carnitine.  L'acyl-CoA,  qui  est 
maintenant  dans  la  matrice,  est  pris  en  charge  par 
les  enzymes  de  la  (3-oxydation  qui  le  degradent 
selon  le  schema  vu  plus  haut.  On  a  la  un  bel 
exemple  de  relation  entre  une  organisation  struc- 
turale  et  des  fonctions  metaboliques. 


CoA 


Figure  10.19 

Transfert  des  acyl-CoA 

a  travers  la  membrane  mitochondriale  interne 

(1)  une  carnitine-acyltransferase  de  la  face  externe  (I) 
accroche  une  molecule  de  carnitine  a  1'acyl-CoA  et 
donne  de  l'acyl-carnitine  (le  CoA  est  recycle)  ;  (2)  un 
transporteur  specifique  de  l'acyl-carnitine  assure  son 
passage  a  travers  la  membrane  ;  (3)  une  carnitine-acyl¬ 
transferase  de  la  face  interne  (II)  reagit  avec  l'acyl-carni¬ 
tine  venant  de  rentrer  et  le  CoA,  selon  la  reaction  inverse 
de  la  precedente,  et  redonne  1'acyl-CoA  et  la  carnitine 
(qui  ressort  de  la  matrice). 


4.1.2.  Utilisation  par  les  mitochondries 

D' ACIDES  AMINES  POUR  ALIMENTER 

LE  METABOLISME  ENERGETIQUE 

Lorsque  les  acides  amines  fournis  par  la  ration 
alimentaire  sont  en  exces  par  rapport  aux  besoins 
lies  a  la  croissance  ou  au  simple  renouvellement 
permanent  des  proteines,  ceux-ci  sont  degrades  et 
utilises  comme  aliments  energetiques  et/ou 
convertis  en  glucose  ou  acides  gras.  Cette  remarque 
vaut  surtout  pour  les  Animaux  adultes,  qui  ont  une 
masse  constante  ;  en  effet,  chez  les  etres  unicellu- 
laires  qui  se  divisent  rapidement  et  regulierement, 
ou  chez  les  Vegetaux  dont  la  croissance  est  conti¬ 
nue,  le  metabolisme  de  synthese  utilisant  les  acides 
amines  predomine  nettement  sur  le  metabolisme 
degradatif.  Le  catabolisme  de  ces  molecules  est 
biochimiquement  complexe  car  il  y  a  autant  de 
voies  degradatives  qu'il  y  a  d'acides  amines  diffe- 
rents  ;  on  peut  cependant  donner  quelques  meca- 
nismes  generaux  et  indiquer  les  principales  voies 
de  convergence  de  ce  metabolisme. 

La  premiere  etape  consiste  a  eliminer  la  fonc- 
tion  amine  de  la  molecule  afin  de  recuperer  le 
chainon  carbone  restant.  Cette  elimination  consiste 
en  un  transfert  du  NH2  sur  un  acide  organique 
accepteur,  qui  est  le  plus  souvent  l'acide  a-ceto- 
glutarique  (intermediate  du  cycle  de  Krebs)  :  on 
obtient  ainsi  un  acide  a-cetonique,  qui  depend  de 
l'acide  amine  de  depart,  et  une  molecule  d'acide 
glutamique  ;  on  parle  de  reaction  de  transamina¬ 
tion,  catalysee  par  une  transaminase.  Ces  enzymes 
existent  dans  le  hyaloplasme,  ou  commence  la 
degradation  des  acides  amines,  mais  on  en  trouve 
egalement  dans  la  matrice  mitochondriale.  L'acide 
pyruvique  sert  aussi  d'accepteur  dans  de  nom- 
breuses  reactions  de  transamination  ;  il  donne 
alors  de  l'alanine  qui  decharge  ensuite  son  NH3 
sur  l'acide  a-cetoglutarique,  ce  qui  nous  ramene  a 
la  reaction  precedente.  Le  groupement  NH3  de 
nombreux  acides  amines  se  retrouve  ainsi  dans 
des  molecules  d'acide  glutamique,  qui  est  lui- 
meme  finalement  desamine  au  sens  strict,  selon 
une  reaction  de  desamination  oxydative  faisant 
intervenir  le  NAD+ ;  on  obtient  de  l'acide  a-ceto- 
glutarique  +  NH4+  +  NADH  +  H+. 

Une  partie  du  NH/  ainsi  forme  est  utilisable 
par  les  cellules  pour  la  synthese  de  composes  azo¬ 
tes,  mais  comme  une  concentration  trop  elevee  de 
cet  ion  est  toxique  pour  les  cellules,  le  reste  doit 
etre  elimine  de  l'organisme.  Celui-ci  est  elimine  tel 
quel,  sous  forme  dissoute,  chez  les  organismes 
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aquatiques  (dits  ammonoteliques),  soit  sous  forme 
d'uree  chez  les  Vertebres  terrestres  ureoteliques, 
apres  intervention  d'une  serie  de  reactions  dont 
l'ensemble  constitue  le  cycle  de  l'uree  (ureoge- 
nese).  Ce  cycle,  qui  se  deroule  a  cheval  sur  le  hya- 
loplasme  et  la  mitochondrie,  est  une  nouvelle 
illustration  de  la  fa  con  dont  le  metabolisme  doit 
etre  coordonne  au  niveau  des  differents  comparti- 
ments  cellulaires.  Les  animaux  uricoteliques 
excretent  leur  azote  sous  forme  d'acide  urique,  qui 
necessite  tres  peu  d'eau  pour  etre  elimine  :  il  s'agit 
des  Oiseaux,  des  Reptiles,  de  nombreux  Inver- 
tebres  terrestres  (Insectes,  Arachnides),  etc. 

La  deuxieme  etape  consiste  a  degrader  comple- 
tement  les  chainons  carbones  issus  de  la  desami- 
nation  pour  produire  de  l'energie.  La  strategie 
generale  de  cette  degradation  consiste  a  former 
des  intermediaires  metaboliques  branches  sur  le 
cycle  de  Krebs  ou  secondairement  derives  vers  la 
synthese  du  glucose  ou  des  acides  gras.  Les  sque- 
lettes  carbones  des  vingt  acides  amines  sont  en  fait 
ramenes  a  sept  molecules  seulement,  qui  sont  soit 
des  intermediaires  du  cycle  de  Krebs,  soit  des 
molecules  y  donnant  directement  acces  (voir  cha- 
pitre  7). 

De  nombreux  intermediaires  de  ces  chaines  de 
degradation  servent  de  precurseurs  pour  les  syn¬ 
theses  de  composes  cellulaires  essentiels  (choles¬ 
terol,  certains  coenzymes,  hormones...)  ou 
accessoires  (pigments)  ;  on  voit  encore  une  fois 
combien  le  catabolisme  et  l'anabolisme  sont 
etroitement  imbriques,  au  niveau  de  voies  et  de 
branches  laterales.  II  faut  ajouter  que  les  voies  de 
degradation  des  acides  amines  ne  sont  pas 
l'«  inverse »  des  voies  de  biosynthese,  meme  s'il 
existe  des  reactions  communes.  On  connait  chez 
l'Homme  un  grand  nombre  de  maladies  genetiques 
correspondant  a  des  deficiences  enzymatiques  de 
certaines  etapes  de  ce  metabolisme  degradatif. 
L'accumulation  de  metabolites  intermediaires 
toxiques  conduit  souvent  a  des  desordres  patholo- 
giques  severes  (s'accompagnant  parfois  de  retard 
mental)  que  seuls  des  regimes  alimentaires  stricts 
permettent  de  reduire  :  phenylcetonurie,  alcapto- 
nurie,  etc  (voir  chapitre  4). 


utilises  pour  realiser  des  biosyntheses  tres  variees. 
Ce  cycle  est  dit  amphibolique  car  il  a  des  relations 
a  la  fois  avec  le  catabolisme  et  avec  l'anabolisme. 
Les  principaux  precurseurs  preleves  sont  les  acides 
oxaloacetique  et  malique  (4C)  et  a-cetoglutarique 
(5C),  qui  servent  a  fabriquer  des  acides  amines 
(voir  chapitre  7).  Le  cycle  ne  peut  done  continuer  a 
tourner  que  si  d'autres  reactions  l'alimentent,  afin 
de  compenser  les  fuites  laterales.  On  appelle  reac¬ 
tions  anaplerotiques  ces  voies  qui  reapprovision- 
nent  le  cycle  en  diacides  ;  outre  les  reactions  liees 
au  metabolisme  degradatif  des  acides  amines,  il  en 
existe  une,  qui  est  tres  importante  car  elle  permet 
la  fixation  du  CO,  (meme  dans  les  cellules  ani- 
males)  : 

acide  pyruvique  +  CO,  +  ATP  +  H20 
— »  acide  oxaloacetique  +  ADP  +  Pi 

Cette  reaction  se  deroule  dans  la  matrice  mito- 
chondriale  et  consomme  de  l'ATP  ;  grace  a  elle,  il  y 
a  toujours  assez  d'oxaloacetate  pour  pouvoir  cap- 
ter  1'acetyl-CoA  et  faire  fonctionner  le  cycle  de 
Krebs  (voir  figure  7.5). 

Un  exemple  d'anabolisme  directement  lie  au 
fonctionnement  du  cycle  de  Krebs  est  celui  de  la 
synthese  de  glucose  a  partir  de  precurseurs  non 
glucidiques,  ou  gluconeogenese,  dont  la  descrip¬ 
tion  a  ete  donnee  dans  le  chapitre  7.  Celle-ci  illustre 
bien  la  notion  de  collaboration  metabolique  entre 
compartiments  cellulaires  et  d'integration  des  acti¬ 
vity's  chimiques  dans  la  cellule.  Dans  un  meme 
ordre  d'idees,  on  peut  revenir  brievement  sur  le 
cycle  de  l'uree  (qui  a  lieu  dans  le  foie  des  animaux 
ureoteliques),  signale  plus  haut  au  sujet  du  devenir 
des  ions  NH4+  issus  de  la  desamination  des  acides 
amines.  Une  relation  etroite  existe  entre  le  cycle  de 
Krebs,  la  phosphorylation  oxydative  et  le  cycle  de 
l'uree  ;  d'une  part,  plusieurs  molecules  d'ATP  sont 
consommees  dans  cette  sequence  reactionnelle, 
d'autre  part,  l'acide  fumarique  est  un  intermediaire 
commun  aux  deux  cycles  (bien  qu'intervenant  a  la 
fois  dans  la  mitochondrie  et  dans  le  hyaloplasme). 

4.1.4.  Fonctions  des  chloroplastes 

AUTRES  QUE  LA  SYNTHESE  DES  SUCRES 


4.1.3.  Production  par  les  mitochondries 

DE  PRECURSEURS  POUR  DIVERSES  BIOSYNTHESES 


Le  cycle  de  Krebs  est  une  plaque  tournante  du 
metabolisme  degradatif,  puisqu'il  brule  aussi  bien 
les  glucides,  les  acides  gras  ou  les  acides  amines  ; 
il  est  en  outre  la  source  de  nombreux  precurseurs 


Une  des  fonctions  majeures  des  chloroplastes 
est  la  reduction  des  nitrates  et  des  sulfates,  qu'ils 
transforment  en  acides  amines,  avec  l'aide  des 
produits  carbones  de  la  respiration  ou  de  la  photo- 
synthese.  La  majeure  partie  des  Vegetaux  utilise 
des  precurseurs  mineraux  de  l'azote  et  du  soufre 
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(NO~,  NO“,  NH4+  et  SO2-),  qu'ils  prelevent  dans  la 
solution  du  sol  ou  l'eau.  Les  enzymes  mises  en  jeu 
sont  localisees  soit  sur  la  membrane  externe  de 
l'enveloppe  des  plastes  (nitrate  reductase),  soit 
dans  le  stroma  (nitrite  reductase),  soit  sur  les  mem¬ 
branes  thylakoidiennes  (reduction  du  soufre).  Dans 
le  cas  de  l'azote,  apres  fixation  du  NH+  sur  la  glu¬ 
tamine,  diverses  transaminations  sont  mises  en  jeu 
au  sein  du  stroma,  qui  produisent  de  l'alanine,  de 
la  serine,  de  l'acide  aspartique,  etc.  ;  de  meme,  la 
reduction  de  SO2-  y  donne  de  la  cysteine  et  de  la 
methionine.  Toutes  ces  reactions  consomment  de 
l'ATP,  du  NADPH  et  des  chainons  carbones  fabri- 
ques  sur  place  ou  importes. 

Un  autre  type  important  de  syntheses  a  lieu 
dans  ces  organites  :  celle  des  acides  gras  et  de 
nombreux  phospholipides.  On  a  montre  que  la 
synthese  de  tous  les  acides  gras  et  de  tous  les  phos¬ 
pholipides  cellulaires,  ainsi  que  les  glycolipides 
specifiques  aux  thylakoides,  a  lieu  au  sein  des 
chloroplastes  ;  la  desaturation  des  premiers,  en 
revanche,  met  en  oeuvre  des  systemes  enzyma- 
tiques  membranaires  exterieurs.  La  synthese  et 
l'accumulation  de  lipides  dans  les  oleoplastes,  a 
partir  d'acetyl-CoA  relevent  de  ce  meme  metabo- 
lisme  ;  les  leucoplastes  fabriquent,  quant  a  eux, 
des  precurseurs  isopreniques  necessaires  a  la  syn¬ 
these  des  essences  et  des  resines.  Ce  metabolisme 
s'oppose  radicalement  a  celui  des  mitochondries, 
qui  doivent  importer  tous  leurs  phospholipides 
membranaires  constitutifs,  a  l'exception  du  diphos¬ 
phatidyl-glycerol,  fabrique  sur  place  ;  la  phospha¬ 
tidyl-choline  et  la  phosphatidyl-serine  y  sont 
importees  du  reticulum  lisse  au  moyen  de  pro- 
teines  echangeuses  particulieres. 

4.2  Echanges  de  metabolites 

entre  mitochondries  et  hyaloplasme 


La  synthese  de  l'ATP  dans  les  mitochondries 
selon  le  mecanisme  chimiosmotique  implique  que 
celles-ci  se  comportent  comme  des  vesicules  imper- 
meables  a  tous  les  ions.  Leur  membrane  interne  est 
infranchissable,  par  simple  diffusion,  par  un  grand 
nombre  de  molecules  organiques  ;  par  exemple, 
les  coenzymes  NAD(P)+  ou  NAD(P)H,  ou  bien  les 
nucleotides  AMP,  CDP,  CTP,  GDP,  GTP  ne  peu- 
vent  la  traverser.  Comment  se  font  done  les  echan¬ 
ges  de  metabolites  entre  la  matrice  mitochondriale 
et  le  hyaloplasme,  qui  assurent  la  necessaire  ali¬ 
mentation  de  la  mitochondrie  en  substrats  respira- 


toires  ou  qui,  dans  l'autre  sens,  fournissent  au 
reste  de  la  cellule  l'ATP  fabrique  dans  l'organite  ? 
Deux  mecanismes  sont  en  jeu  :  les  transporteurs  et 
les  navettes. 

4.2.1.  Transporteurs  membranaires 

Tous  les  ions  ou  metabolites  qui  doivent  fran- 
chir  la  membrane  mitochondriale  interne,  tels  que 
l'ADP,  le  Pi,  l'ATP  ou  les  acides  organiques  (pyru¬ 
vate,  malate,  citrate,  etc.)  utilisent  des  transporte¬ 
urs  membranaires  specifiques.  Ces  proteines  sont 
integrees  dans  l'epaisseur  de  la  membrane  interne 
et  fonctionnent  en  general  selon  le  principe  du 
cotransport.  Ce  mecanisme,  qui  implique 
l'echange  simultane  de  deux  ions  ou  molecules,  a 
ete  expose  a  l'occasion  de  l'etude  des  transports 
membranaires  (voir  chapitre  6).  Dans  le  cas  du 
symport,  deux  ions  mineraux  ou  bien  un  ion  mine¬ 
ral  et  une  molecule  organique  sont  achemines  en 
meme  temps  et  dans  le  meme  sens  par  la  proteine 
porteuse  ;  e'est  le  cas,  par  exemple,  pour  :  H+  et 
Pi  (H,PO“),  H+  et  Ca2+,  H+  et  pyruvate.  Dans  le  cas 
de  l'antiport,  les  ions  ou  molecules  sont  transpor¬ 
ts  en  sens  inverse  :  e'est  en  particulier  la  situation 
du  transporteur  ADP/ATP,  qui  echange  une  mole¬ 
cule  contre  l'autre.  Cette  proteine  a  un  role  essen- 
tiel  dans  le  fonctionnement  de  la  mitochondrie 
puisqu'elle  permet  a  la  fois  la  fourniture  de  l'ADP 
a  la  matrice  et  l'exportation  de  l'ATP  hors  de  l'or- 
ganite.  De  meme,  on  a  montre  l'existence  de  trans¬ 
porteurs  echangeant  specifiquement  les  acides 
organiques  dicarboxyliques  du  cycle  de  Krebs 
(succinate,  fumarate,  malate)  ou  bien  les  acides  tri- 
carboxyliques  (citrate,  isocitrate).  Certains  acides 
amines  (glutamate,  aspartate)  sont  egalement 
echanges  selon  un  mecanisme  identique. 

Dans  ces  echanges,  il  faut  insister  sur  le  role 
moteur  du  gradient  de  protons  cree  par  la  respira¬ 
tion.  Ce  sont  en  effet  les  protons  qui,  dans  le  cas 
des  symports,  permettent  le  passage  simultane 
d'un  autre  ion  ou  d'un  metabolite,  eventuellement 
contre  son  gradient  de  concentration  propre,  en 
utilisant  l'energie  du  gradient  electrochimique 
(transport  actif  secondaire).  II  est  clair  que  tous 
ces  ions  H+  qui  ne  passent  pas  par  les  canaux  des 
ATP  synthetases  ne  participent  pas  a  la  synthese 
de  l'ATP,  ce  qui  rend  tres  theorique  le  bilan  ener- 
getique  presente  pour  la  combustion  complete  du 
glucose.  Le  couplage  « gradient  de  protons /trans¬ 
port  »  est  evidemment  supprime  lorsqu'il  n'y  a  pas 
d'oxydations  respiratoires.  Le  mode  tres  particu- 
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lier  de  transport  des  acides  gras  a  deja  fait  l'objet 
d'un  developpement  specif ique  dans  ce  chapitre. 
II  existe  enfin  une  autre  fa  con  pour  les  mitochon- 
dries  de  faire  penetrer  certains  metabolites  :  c'est  le 
systeme  dit  des  navettes. 

4.2.2.  Navettes 

En  conditions  anaerobies,  le  NADH  produit  par 
la  glycolyse  se  reoxyde  en  cedant  ses  electrons  au 
pyruvate  pour  donner  soit  de  l'ethanol,  soit  du 
lactate.  Lorsque  l'oxygene  est  present,  les  proces¬ 
sus  respiratoires  assurent  la  reoxydation  des  coen¬ 
zymes  reduits  produits  au  sein  des  mitochondries  ; 
mais  qu'advient-il  de  ceux  qui  sont  produits  dans 
le  hyaloplasme  par  la  glycolyse,  en  l'absence  de 
regeneration  fermentaire  ?  Les  coenzymes  ne  peu- 
vent  pas  traverser  la  membrane  mitochondriale 
interne,  comme  le  montre  T  experience  suivante  :  si 
on  ajoute  du  NADH  a  une  suspension  de  mito¬ 
chondries  isolees,  il  n'est  pas  oxyde  bien  que  ces 
memes  organites  soient  capables  de  metaboliser  et 
d'oxyder  rapidement  des  substrats  necessitant  ce 
coenzyme  precis  (le  malate  ou  le  citrate,  par  exem- 
ple).  Les  cellules  disposent  en  fait  de  systemes  per- 
mettant  de  recuperer  le  pouvoir  reducteur  produit 
dans  le  hyaloplasme  afin  de  l'oxyder  au  sein  des 
mitochondries  :  il  s'agit  de  ce  qu'on  appelle  les 
navettes.  La  plus  simple  d'entre  elles  est  la  navette 


du  glycerol-phosphate/ dihydroxyacetone-phos- 
phate,  qui  permet  d'echanger  un  NADH  contre  un 
LADH2,  entre  les  deux  compartiments  (voir 
figure  10.20) ;  le  bilan  de  T  operation  se  solde  cepen- 
dant  par  une  perte  d'energie  potentielle  car  on  ne 
fabrique  que  deux  ATP  au  lieu  des  trois  possibles. 

Un  autre  type  de  navette  realise  un  echange  reel 
de  NADH  entre  hyaloplasme  et  matrice  :  il  s'agit 
de  la  navette  malate /aspartate,  dont  le  fonctionne- 
ment  complexe  ne  peut  etre  decrit  ici  (voir  l'ou- 
vrage  de  biochimie  cite  plus  haut).  La  difference 
majeure  avec  la  navette  precedente  est  que  celle-ci 
fonctionne  de  fagon  unidirectionnelle,  alors  que  la 
seconde  realise  des  echanges  de  pouvoir  reducteur 
dans  les  deux  sens.  Ceci  est  important  a  noter  car 
certaines  chaines  de  biosynthese  hyaloplasmiques 
(synthese  du  glucose  a  partir  du  pyruvate,  syn- 
these  des  acides  gras)  peuvent  consommer  de 
grandes  quantites  de  pouvoir  reducteur  issu  des 
mitochondries,  sous  forme  de  NADH  ou  de 
NADPH,  qui  sont  interconvertibles.  Des  meca- 
nismes  de  transport  equivalents  existent  evidem- 
ment  pour  les  plastes,  et  y  sont  meme  encore  plus 
developpes,  dans  la  mesure  ou  le  metabolisme  de 
ces  organites  est  tres  diversifie,  comme  on  l'a  vu 
plus  haut  ;  nous  ne  pouvons  les  decrire  dans  le 
cadre  de  ce  manuel.  Il  faut  souligner  simplement 
le  fait  important  qu'il  n'existe  pas  d'echangeur 
ADP/ATP  chez  les  chloroplastes. 


Figure  10.20 

Fonctionnement 
d'une  navette  mitochondriale 
Le  dihydroxyacetone-P  pro¬ 
duit  par  la  glycolyse  est 
reduit  enzymatiquement  par 
le  NADH  en  glycerol-P  dans 
le  hyaloplasme.  Ces  deux 
composes  franchissent  aise- 
ment  la  membrane  externe 
grace  aux  pores  qu'elle 
contient.  Sur  la  face  externe 
de  la  membrane  interne  de 
l'organite  existe  une  proteine 
(FP)  a  coenzyme  d'oxydore- 
duction  a  FAD,  qui  se  reduit 
en  FADH2  tout  en  oxydant  le 
glycerol-P  en  dihydroxyace¬ 
tone-P  ;  ce  dernier  retourne 
ensuite  dans  le  cytoplasme. 
Le  FADH2  cede  ses  electrons 
a  la  chaine  des  transporteurs 
d'oxydoreduction  membra- 
naires  classiques,  au  niveau 
du  coenzyme  Q  (CoQ). 
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5.  LES  PEROXYSOMES  : 

DES  ORGANITES 
A  FONCTION  OXYDATIVE 
NON  GENERATEURS  D'ENERGIE 


5.1  Organisation  ultrastructurale.  Generates 


Ces  organites,  universellement  repandus  chez 
les  Eucaryotes,  limites  par  une  seule  membrane 
epaisse  de  6  nm,  ont  une  forme  en  general  sphe- 
rique  et  un  diametre  allant  de  0,2  a  1,5  pm  de  dia- 
metre.  Leur  cavite  est  remplie  d'une  matrice 
amorphe  et  dense  au  sein  de  laquelle  s'in- 
dividualise  parfois  une  grosse  structure  cristalline 
de  nature  proteique  ;  ils  ne  contiennent  pas  de 
materiel  genetique  propre  (voir  figure  10.21).  Bien 
que  leur  decouverte  date  de  1954  dans  le  rein  de 
souris,  et  leur  purification  de  1966,  c'est  depuis 
peu  de  temps  seulement  que  l'on  apprecie  leur 
importance  croissante  dans  les  cellules.  De  meme 
que  pour  les  lysosomes,  leur  identification  cytolo- 
gique  precise  ne  peut  se  faire  que  sur  des  criteres 
enzymatiques  reveles  par  les  techniques  cytoenzy- 
mologiques  (voir  chapitre  3).  La  purification  de  ces 
organites  par  fractionnement  cellulaire  est  relati- 
vement  delicate  car  leur  separation  des  lysosomes 
et  des  mitochondries  par  simple  centrifugation 
s'avere  impossible.  Seule  l'utilisation  de  gradients 
de  densite  et  de  marqueurs  enzymatiques  appro- 
pries  permet  de  resoudre  le  probleme  (voir  cha¬ 
pitre  7) 

Chez  les  Animaux,  les  peroxysomes  ne  se  ren- 
contrent  en  abondance  que  dans  certains  tissus  : 
par  exemple,  essentiellement  le  foie  et  les  reins, 
chez  les  Mammiferes  ;  de  plus,  leur  composition 
enzymatique,  et  done  leur  physiologie,  sont  diffe- 
rentes  selon  le  tissu  considere.  Malgre  une  certaine 
uniformite  morphologique  et  structural,  il  existe 
vraiment  un  polymorphisme  biochimique  de  ces 
organites.  De  meme,  les  peroxysomes  des  Animaux 
inferieurs,  des  Vegetaux  ou  des  Protistes  ont  des 
caracteristiques  specifiques  (voir  plus  loin). 
Lorsque  des  cellules  de  levures  sont  cultivees  en 
presence  de  methanol  comme  seule  source  de  car- 
bone,  elles  presentent  de  volumineux  et  tres  spec- 
taculaires  peroxysomes  cubiques  dans  leur 
cytoplasme.  II  existe  chez  l'Homme  plusieurs 
maladies  genetiques  graves  associees  a  des  dys- 
fonctionnements  des  peroxysomes,  ce  qui 


Figure  10.21 

Ultrastructure  d'un  peroxysome  de  cellule  vegetale 

Exemple  pris  dans  une  cellule  d'euphorbe  ;  noter  la 
membrane  limitante  simple,  la  matrice  amorphe  et  la 
presence  d'une  structure  cristalline  de  nature  proteique 
(x  73  000).  Cliche  J.  Orcival  (Orsay). 


temoigne  du  caractere  essentiel  de  leurs  fonctions. 
Divers  composes  chimiques  naturels  (hormones 
steroides,  thyroi'diennes,  etc.)  ou  artificiels  (medi¬ 
caments,  produits  de  l'industrie  des  plastiques, 
pesticides),  sont  connus  pour  provoquer  une  mul¬ 
tiplication  importante  des  peroxysomes  au  sein 
des  cellules.  De  fagon  generate,  ces  organites  sont 
associes  a  des  fonctions  oxydatives  ;  un  grand 
nombre  de  metabolites  y  sont  degrades  grace  a  des 
enzymes  originates  et  le  type  d'activite  qui  s'y 
deroule  pourrait  refleter  un  metabolisme  tres 
ancien  (voir  chapitre  16). 

5.2  Fonctions  des  peroxysomes 
chez  les  Animaux 


Deux  grandes  families  d'enzymes  (membra- 
naires  ou  matricielles)  coexistent  toujours  dans  les 
peroxysomes  :  il  s'agit  d'oxydases  (enzymes  d'oxy- 
doreduction)  flaviniques  a  coenzyme  de  type  FMN 
ou  FAD,  nominees  flavoproteines,  et  de  perox- 
ydases.  Les  premieres  consomment  de  l'oxygene 
moleculaire,  e'est-a-dire  l'utilisent  comme  accep- 
teur  terminal  d'electrons  pour  oxyder  divers  sub- 
strats  organiques  en  produisant  du  peroxyde 
d'hydrogene  (H2Oz  :  eau  oxygenee)  ;  elles  sont 
done  auto-oxydables.  Les  secondes,  parmi  les- 
quelles  il  faut  citer  la  catalase,  toujours  presente, 
utilisent  l'H20,  forme  comme  substrat  pour  oxyder 
d'autres  composes  organiques,  en  donnant  H20. 
En  l'absence  de  ces  derniers,  la  catalase  assure  une 
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dismutation  de  H202,  qui  produit  02  (2  H202  — > 
2  H20  +  02).  La  plupart  des  peroxydases  sont  des 
proteines  a  fer  heminique.  Le  principe  est  done 
celui  d'une  chaine  d'oxydoreduction  simple  impli- 
quant  deux  composes  R1  et  R2,  qui  sont  successi- 
vement  oxydes  avec  production  d'H20,  au  depens 
d'une  consommation  d'02 : 

R1H2  +  02  R1  +  H202 
flavoproteine 

R2H2  +  H202  -a  R2  +  2  HzO 
peroxydase 


Une  telle  cascade  rappelle  done  ce  qui  se  passe 
dans  les  mitochondries,  mais  la  difference  fonda- 
mentale  est  que  ces  deux  reactions  ne  produisent 
aucune  energie  chimique  utilisable  pour  les  cel¬ 
lules  :  toute  l'energie  libre  est  depensee  en  chaleur. 
La  degradation  instantanee,  sur  place,  de  H20,  est 
une  necessite  absolue  pour  les  cellules,  car  ce  com¬ 
pose  est  hautement  nocif  (source  de  radicaux 
libres)  vis-a-vis  des  composes  organiques  qui  les 
constituent.  Les  peroxysomes  des  cellules  de 
Vertebres  contiennent  des  flavoproteines  suscep- 
tibles  d'oxyder  un  grand  nombre  de  substrats 
grace  a  02  :  a-hydroxyacides  (acides  lactique, 
hydroxybutyrique,  glycolique,  glycerique),  purines 
(hypoxanthine,  xanthine),  acide  urique,  acides 
amines  D,  polyamines,  acides  gras  poly-insatures, 
cholesterol,  etc.  Grace  a  H,02,  les  peroxydases  et  la 
catalase  oxydent  a  leur  tour  les  composes  pheno- 
liques,  des  alcools  (ethanol,  methanol,  propanol), 
l'acide  formique,  les  acides  gras  (a-oxydation),  etc. 
Dans  les  hepatocytes,  la  catalase  constitue  a  elle 
seule  40  %  des  proteines  des  peroxysomes. 


Chez  les  Vertebres,  la  degradation  des  bases 
puriques  en  acide  urique,  puis  en  C02  +  NH+'  est 
un  exemple  classique  de  voie  faisant  intervenir  les 
peroxysomes  ;  les  enzymes  mises  en  jeu  sont  :  la 
xanthine  oxydase  (a  fer  et  molybdene)  et  l'uricase 
(a  cuivre,  et  qui  forme  des  structures  cristallines 
dans  le  foie  de  rat).  La  signification  biologique 
d'une  D  amino-oxydase  peroxysomale  chez  les 
Eucaryotes  n'est  pas  claire,  dans  la  mesure  ou  ces 
acides  amines  n'existent  pas  dans  les  proteines. 
Certaines  reactions  catalysees  dans  les  peroxy¬ 
somes  des  Animaux  interviennent  dans  la  detoxifi¬ 
cation  des  cellules  :  en  rendant  des  molecules 
toxiques  hydrosolubles,  ceci  favorise  leur  elimina¬ 
tion  par  la  voie  sanguine  et  urinaire  (le  foie  et  les 
reins  sont  en  contact  avec  de  gros  volumes  san- 
guins).  La  p-oxydation  des  acides  gras  se  deroule 
dans  les  peroxysomes  de  tous  les  Eucaryotes  ; 


comme  dans  les  mitochondries,  elle  implique 
quatre  reactions,  mais  la  premiere,  une  oxydation, 
y  est  catalysee  par  une  flavoproteine  auto-oxy- 
dable  dormant  H202  et  non  FADH2.  L'acetyl-CoA 
ainsi  obtenu  sort  des  organites,  grace  a  un  trans- 
porteur  approprie,  et  rejoint  les  mitochondries  ou 
le  chainon  acetyl  sera  totalement  degrade. 


5.3  Les  peroxysomes  des  Vegetaux 
superieurs  et  leur  importance 
physiologique 


L'equipement  enzymatique  des  peroxysomes 
vegetaux  est  beaucoup  plus  varie  que  celui  des 
Animaux,  en  particulier  dans  le  cas  des  organes 
verts  ;  outre  des  oxydases,  on  y  trouve  des 
aminotransferases  (intervenant  dans  le  cycle 
glyoxylique  :  glutamate /glyoxylate  ;  serine  /a- 
cetoglutarate  ;  voir  plus  loin),  des  ammonium- 
lyases...  Certains  d'entre  eux  sont  specialises  dans 
le  metabolisme  des  acides  gras,  qu'ils  contribuent 
a  transformer  en  glucides. 


5.3.1.  Photorespiration 

ET  VOIE  PEROXYSOMALE  DU  GLYCOLATE 


En  utilisant  de  1'02  marque,  on  montre  que  les 
plantes  vertes,  a  la  lumiere,  consomment  de  l'oxy- 
gene  selon  un  mecanisme  qui  n'a  rien  a  voir  avec 
la  respiration  mitochondriale  classique.  En  fait,  ce 
phenomene  est  lie  au  fonctionnement  photosynthe- 
tique  des  chloroplastes  eux-memes  ;  cette  «  respira¬ 
tion  lumineuse»,  ou  photorespiration,  n'engendre 
pas  d'ATP,  n'est  pas  sensible  aux  inhibiteurs  habi- 
tuels,  et  consiste  en  realite  en  une  deviation  de  la 
fixation  du  CO,  par  la  RUBISCO.  Curieusement, 
cette  enzyme  accepte  aussi  bien  le  C02  que  1'02 
comme  substrats  :  le  site  actif  est  le  meme  et  les 
deux  gaz  entrent  en  competition  pour  la  reaction, 
en  fonction  de  leurs  concentrations  relatives.  La 
reaction  d'oxygenation  du  ribulose  bisphophate 
donne  un  3-phosphoglycerate  et  un  2-phospho- 
glycolate.  Dans  les  conditions  normales,  la 
RUBISCO  fonctionne  presque  autant  comme  oxy¬ 
genase  que  comme  carboxylase,  de  sorte  qu'il  peut 
s'en  suivre  une  perte  de  rendement  de  la  photo- 
synthese  atteignant  50  %.  Ce  gachis  metabolique 
ne  produit  aucune  energie  et,  au  contraire,  en 
consomme  lors  de  la  regeneration  du  ribulose  bis- 
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phosphate  ;  l'intensite  de  la  photorespiration  est 
estimee  a  5  fois  celle  de  la  respiration  normale,  la 
nuit,  du  meme  tissu.  Pour  plus  de  details,  voir 
l'ouvrage  de  Biochimie  cite  plus  haut. 

Le  phosphoglycolate  ainsi  produit  est  dephos- 
phoryle  dans  le  stroma  du  chloroplaste,  puis  le 
glycolate  quitte  ce  dernier  et  gagne  un  peroxy- 
some  situe  a  proximite.  Les  coupes  cytologiques 
montrent  le  plus  souvent,  en  effet,  que  ces  deux 
organites  sont  souvent  tres  proches,  voire  contigus 
au  sein  du  hyaloplasme.  Les  peroxysomes  des  cel¬ 
lules  vertes  sont  toujours  tres  volumineux  et 
contiennent,  comme  on  l'a  dit  plus  haut,  des  oxy¬ 
dases  flaviniques  qui  oxydent  le  glycolate  en 
glyoxylate,  en  presence  d'02.  Le  peroxyde  d'hydro- 
gene  obtenu  est  immediatement  degrade  par  une 
catalase.  Le  glyoxylate  est  alors  pris  en  charge  par 
une  transaminase  qui,  en  interagissant  avec  un 
glutamate,  le  transforme  en  glycine.  Cette  derniere 
passe  dans  une  mitochondrie  voisine  ou  elle 
donne  du  C02  et  de  la  serine,  laquelle  retourne 
dans  un  peroxysome  ;  dans  celui-ci,  une  nouvelle 
transamination  conduit  a  de  l'hydroxypyruvate, 
qui  est  transforme  en  glycerate.  Enfin,  ce  dernier 
retourne  dans  un  chloroplaste  ou  il  rentre  dans  le 
cycle  de  Calvin,  apres  phosphorylation. 

La  photorespiration  est  done  un  metabolisme 
tres  particulier,  qui  met  en  oeuvre  trois  organites 
distincts  cooperant  etroitement  pour  consommer 
de  l'Oz  et  produire  du  COz,  tout  en  consommant 
de  l'energie  ;  son  seul  interet  physiologique  evi¬ 
dent  est  de  produire  des  acides  amines  (glycine  et 
serine)  pour  la  synthese  proteique.  Elle  est  egale- 
ment  a  l'origine,  au  sein  des  peroxysomes,  de 
l'acide  oxalique  qui  sera  finalement  accumule  dans 
les  vacuoles  de  certaines  cellules,  sous  forme  de 
volumineux  cristaux  d'oxalate  de  calcium  (cas  de 
certains  cactus,  de  Loseille,  de  l'epinard,  de  la  rhu- 
barbe,  et  de  nombreuses  autres  especes  vegetales). 

5.3.2.  Les  glyoxysomes 

ET  L'UTILISATION  DES  LIPIDES 

Les  glyoxysomes  sont  des  peroxysomes  parti- 
culiers  rencontres  chez  les  Animaux  inferieurs,  les 


Protistes  et  les  Vegetaux.  Ils  sont  particulierement 
abondants  dans  les  cellules  des  graines  en  germina¬ 
tion  des  plantes  oleagineuses  (ricin,  par  exemple), 
dont  les  reserves  sont  essentiellement  constitutes 
de  lipides.  Outre  les  enzymes  de  la  (3-oxydation 
des  acides  gras  signales  plus  haut,  les  glyoxy¬ 
somes  possedent  les  enzymes  du  cycle  dit  glyoxy- 
lique,  qui  est  une  variante  du  cycle  de  Krebs  (voir 
figure  10.22).  Deux  enzymes  specifiques  :  l'isoci- 
trate  lyase  et  la  malate  synthetase  permettent  de 
faire  entrer  deux  molecules  d'acetyl-CoA  dans  ce 
cycle  et  de  fabriquer  a  partir  d'elles  une  molecule 
de  succinate.  Celui-ci  quitte  le  peroxysome  et  gagne 
ensuite  la  matrice  des  mitochondries  (grace  a  des 
transporteurs  appropries)  ou  il  participe  a  la  neo- 
glucogenese  et  a  la  synthese  de  glucose  hyaloplas- 
mique,  source  d'energie  utilisee  par  la  graine  ou  la 
plantule  en  developpement.  Le  bilan  de  ce  cycle  est 
la  conversion  des  acides  gras  en  glucides,  operation 
impossible  chez  les  Animaux  superieurs  qui  sont 
depourvus  de  l'equipement  enzymatique  adequat, 
les  deux  enzymes  clefs  etant  absentes  de  leurs  per¬ 
oxysomes.  Il  faut  noter  que  ce  cycle  fonctionne 
aussi  chez  de  nombreux  Procaryotes. 


Figure  10.22 

(Tapes  du  cycle  glyoxylique 

Ce  cycle  existe  chez  certaines  cellules  eucaryotiques  (ou 
il  fait  intervenir  les  glyoxysomes  et  les  mitochondries)  et 
chez  de  nombreux  Procaryotes  ;  il  permet  la  conversion 
des  acides  gras  en  glucides.  Les  deux  asterisques  indi- 
quent  les  reactions  specifiques  de  ce  cycle. 
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Perspective  biomedicale 


Les  maladies  mitochondriales 


On  connait  depuis  longtemps  diverses  maladies 
liees  a  un  dysfonctionnement  mitochondrial  :  le 
premier  exemple  fut  decrit  en  1962  chez  une 
femme  presentant  un  hypermetabolisme  du  a  un 
defaut  de  couplage  entre  le  transport  des  electrons 
et  la  phosphorylation  au  sein  des  muscles  stries. 
Etant  dortnee  la  diversity  des  enzymes  necessaires 
au  metabolisme  des  mitochondries,  il  est  normal 
que  l'on  ait  decrit  un  grand  nombre  de  symptomes 
associes  a  leur  deficience.  On  rappelle  que  plus  de 
80  polypeptides  (dont  13  seulement  sont  codes  par 
l'ADNmt)  interviennent  dans  les  seuls  processus 
d'oxydation  phosphorylante  et  que  l'expression  et 
la  replication  de  l'ADNmt  sont  sous  le  controle  de 
proteines  codees  par  le  noyau. 

Les  patients  atteints  par  ces  maladies  sont  affectes 
au  niveau  d'organes  ayant  une  demande  aerobie 
elevee  (par  ordre  decroissant  :  cerveau,  muscles 
squelettiques,  coeur,  foie).  Les  phenotypes  cli- 
niques  et  biochimiques  sont  souvent  complexes, 
ainsi  que  leur  evolution.  Au  plan  du  diagnostic, 
ces  maladies  se  traduisent  parfois  par  des  anoma¬ 
lies  visibles  en  cytologie  :  mitochondries  anorma- 
lement  nombreuses  et  grosses,  presence 
d'inclusions  atypiques,  developpement  exagere 
des  membranes  internes,  aspect  en  lambeaux  des 
fibres  musculaires  striees. 

Les  causes  genetiques  de  ces  anomalies  sont  d'ori- 
gine  double  :  mutations  du  genome  nucleaire  et 
mutations  du  genome  mitochondrial.  Tous  les 
modes  de  transmission  sont  done  observables  : 
transmission  purement  maternelle,  ou  bien  men- 
delienne,  autosomique  ou  liee  au  sexe.  La  sequence 
de  l'ADN  mitochondrial  humain  ayant  ete  publiee 
en  1981,  de  nombreuses  correlations  entre  anoma¬ 
lies  de  ce  genome  et  pathologies  ont  pu  etre  faites 
des  1988.  Divers  syndromes  neuromusculaires  ont 
d'abord  ete  caracterises  chez  l'adulte,  correspon- 
dan  t  a  des  mutations  ponctuelles  (heredite  mater¬ 
nelle),  ou  des  deletions  et  des  duplications 
(apparition  dite  sporadique). 

La  maladie  de  Leber  et  les  syndromes  nommes 
MERRL  ( myoclonic  epilepsy  and  ragged  red  muscle 


fiber)  et  MELAS  ( mitochondrial  myopathy,  encephalo¬ 
pathy,  lactic  acidosis  and  stroke  like  episodes)  appar- 
tiennent  a  la  premiere  categorie.  Dans  ce  cas,  tous 
les  descendants  d'une  mere  malade  sont  atteints, 
mais  seule  la  descendance  des  filles  sera  affectee  a 
son  tour.  La  neuropathie  de  Leber  est  une  cecite 
bilaterale,  precoce  et  rapide,  due  a  une  degeneres- 
cence  du  nerf  optique  ;  elle  est  liee  le  plus  souvent 
a  une  mutation  faux  sens  dans  le  gene  de  la  sous- 
unite  4  de  la  NADH  deshydrogenase  (quatre 
mutations  ont  aussi  ete  identifies  dans  trois 
autres  genes).  La  maladie  nominee  MERRL  se  tra- 
duit  par  des  mouvements  anormaux  et  tres  invali- 
dants  des  membres  ;  la  gravite  des  manifestations 
cliniques  varie  selon  les  sujets.  Cette  maladie  est 
due  a  l'existence  d'une  mutation  ponctuelle  dans 
un  ARNt  mitochondrial  (lys).  II  en  va  de  meme 
pour  la  maladie  MELAS,  qui  est  une  encephalo- 
myopathie  (ARNt  leu).  La  synthese  des  proteines 
mitochondriales  necessaires  a  la  phosphorylation 
oxydative  s'en  trouve  done  gravement  affectee. 

Les  maladies  suivantes  sont  liees  a  des  deletions  de 
segments  parfois  tres  longs  de  l'ADNmt  (jusqu'a 
7  kb,  soit  pres  de  la  moitie  du  genome).  Elies  appa- 
raissent  de  fa  con  sporadique,  et  ne  presentent  pas 
de  continuite  genetique  claire  ;  elles  sont  sans 
doute  dues  a  des  mutations  spontanees  au  cours 
du  developpement  embryonnaire.  Le  syndrome  de 
Kearns-Sayre  est  une  ophtalmoplegie  progressive, 
doublee  d'une  retinite,  debutant  precocement. 
Sortant  du  cadre  neuromusculaire,  la  maladie  de 
Pearson  affecte  l'hematopoiese  et  le  pancreas. 

Du  point  de  vue  genetique,  la  situation  de  toutes 
ces  maladies  differe,  selon  que  l'on  observe  soit 
une  homoplasmie  (toutes  les  molecules  d'ADNmt 
de  toutes  les  cellules,  sont  mutees  ;  ex  :  Leber),  ou 
bien  une  heteroplasmie  (melange  de  molecules 
normales  et  mutees  dans  les  cellules  ;  ex. :  MERRL). 
Dans  ce  dernier  cas,  on  comprend  que  des  propor¬ 
tions  variables  de  ces  molecules  (reparties  aleatoi- 
rement,  lors  des  divisions  cellulaires)  puissent 
expliquer  la  plus  ou  moins  grande  severite  des 
symptomes,  selon  les  tissus  ou  les  individus  tou¬ 
ches. 
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Resume 


Les  mitochondries  et  les  plastes  sont  des  organites 
bien  individualises,  qui  occupent  en  general  un 
volume  important  dans  les  cellules.  Bien  que  de 
taille  fort  differente,  ces  organites  presentent  un 
plan  d'organisation  voisin  :  tous  deux  possedent 
une  enveloppe  constitute  de  deux  membranes  (au 
moins),  des  systemes  membranaires  internes  tres 
developpes  et  un  materiel  genetique  propre.  Au 
plan  metabolique,  ils  constituent  des  comparti- 
ments  oii  se  deroulent  de  tres  nombreuses  reactions 
chimiques  ayant  pour  fonction  de  convertir  une 
forme  d'energie  en  une  autre  ;  directement  ou  indi- 
rectement,  ils  fournissent  de  l'ATP  aux  cellules, 
afin  qu'elles  accomplissent  toutes  leurs  activites. 

Les  mitochondries  utilisent  des  molecules  orga- 
niques  deja  elaborees,  de  natures  tres  diverses 
(pyruvate,  acides  gras,  acides  amines),  pour  en 
tirer,  apres  oxydation  complete  grace  a  l'oxygene 
de  l'air,  toute  l'energie  contenue  dans  leurs  liai¬ 
sons  chimiques  :  c'est  la  respiration  cellulaire.  Le 
cycle  de  Krebs,  qui  se  deroule  dans  la  matrice, 
assure  la  degradation  complete  de  residus  acetyl  et 
fournit  du  C02  et  du  pouvoir  reducteur,  sous 
forme  de  coenzymes  reduits  ;  ceux-ci  alimentent 
une  chaine  d'oxydoreduction  dont  les  etapes  exer- 
goniques  sont  a  l'origine  de  la  fourniture  d'ener¬ 
gie.  Les  chloroplastes  captent,  grace  a  leurs 
pigments  varies,  une  source  d'energie  physique,  la 
lumiere,  et  la  convertissent  en  energie  chimique 
sous  la  forme  de  molecules  organiques  (sucres)  : 
c'est  la  photosynthese. 

Le  mecanisme  biochimique  fondamental  mis  en 
oeuvre  dans  ces  deux  organites  est  tres  voisin  et 
base  sur  l'existence  de  systemes  membranaires 
presentant  une  asymetrie  structural  et  fonction- 
nelle  remarquables.  Les  transporteurs  d'electrons 
et  d'hydrogene  mitochondriaux,  ainsi  qu'un  sys- 
teme  equivalent  dans  les  chloroplastes,  sont  a  l'ori¬ 


gine  d'un  gradient  transmembranaire  de  protons 
qui  est  exploite  par  les  ATP  synthetases  pour 
fabriquer  l'ATP.  Ce  dernier  est  exporte  hors  des 
mitochondries  pour  alimenter  le  metabolisme  cel¬ 
lulaire,  tandis  qu'il  est  utilise  directement  dans  les 
chloroplastes  pour  fabriquer  des  glucides. 

II  existe  deux  grandes  families  de  plantes  photo- 
synthetiques  :  les  plantes  en  C3,  qui  fixent  directe¬ 
ment  le  C02  dans  des  precurseurs  de  sucres,  et  les 
plantes  en  C4  qui  fixent  transitoirement  le  C02 
dans  des  acides  organiques.  Ce  dernier  type  de 
metabolisme,  d'une  grande  complexity,  implique 
des  interactions  multiples  entre  organites  diffe- 
rents  au  sein  de  deux  types  cellulaires,  ainsi  que 
des  echanges  de  metabolites  entre  eux. 

Outre  leurs  fonctions  energetiques  directes,  ces 
organites  jouent  un  role  important  dans  le  metabo¬ 
lisme,  en  permettant  la  synthese  et  la  degradation 
de  nombreux  composes.  Les  mitochondries  inter- 
viennent  ainsi  dans  l'utilisation  des  acides  amines 
et  dans  leur  transformation  en  glucides  ;  les  chlo¬ 
roplastes  ont  la  capacite  unique  de  fixer  l'azote 
mineral  pour  fabriquer  des  acides  amines.  Toutes 
ces  activites  impliquent,  au  niveau  des  membranes 
de  ces  organites,  des  systemes  de  transport  de 
molecules  ou  d'ions  tres  efficaces. 

Les  peroxysomes  sont  des  organites  unimembra- 
naires  impliques  dans  des  reactions  d'oxydoreduc- 
tion  tres  variees,  mais  non  generatrices  d'energie. 
Deux  types  d'enzymes  les  caracterisent  :  des  oxy¬ 
dases  flaviniques,  qui  consomment  de  1'02,  et  des 
peroxydases  ;  les  secondes  detruisent  l'H202  pro- 
duite  par  les  premieres,  ou  bien  l'utilisent  dans 
des  reactions  d'oxydation  de  composes  tels  que 
alcools  ou  acides...  La  photorespiration,  commune 
a  tous  les  Vegetaux  verts,  et  le  cycle  glyoxylique, 
observe  surtout  chez  les  plantes  oleagineuses,  sont 
associes  a  des  enzymes  des  peroxysomes. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  snr  Internet  a  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  l'organisation  ultrastructurale  des  mitochondries  et  des  chloroplastes  ;  souligner  leurs 
points  communs  et  leurs  differences. 

2.  Nommer  les  differentes  categories  de  plastes  rencontres  chez  les  Vegetaux  superieurs  et  preciser 
leur  role  physiologique. 

3.  Qu'appelle-t-on  differentiation  mitochondriale  ?  donner  quelques  exemples  de  ce  phenomene  chez 
les  Animaux. 

4.  Nommer  les  trois  grandes  etapes  biochimiques  permettant  de  definir  la  respiration  cellulaire. 

5.  En  quoi  consiste  le  cycle  de  Krebs  ?  ou  se  deroule-t-il  dans  la  mitochondrie  ?  quel  est  son  bilan  com- 
plet  en  termes  de  molecules  et  d'energie  ? 

6.  Combien  de  complexes  enzymatiques  membranaires  comprend  la  chaine  respiratoire  ?  nommer 
leurs  principaux  coenzymes  transporteurs  d'hydrogene  et  d'electrons. 

7.  Nommer  les  deux  transporteurs  mobiles  d'hydrogene  et  d'electrons  intervenant  entre  les  gros  com¬ 
plexes  membranaires  de  la  chaine  respiratoire. 

8.  Quelle  est  la  particularity  de  la  succinate-deshydrogenase,  et  comment  la  met-on  en  evidence  in  vivo  ? 

9.  Quel  est  le  resultat  du  transport  spontane  des  electrons  le  long  de  la  chaine  respiratoire  ?  comment 
sera-t-il  exploite  pour  assurer  la  synthese  de  l'ATP  dans  la  mitochondrie  ? 

10.  Decrire  la  derniere  reaction  chimique  qui  se  deroule  a  la  fin  de  la  chaine  respiratoire,  et  qui  conduit 
a  la  formation  de  l'eau. 

11.  Citer  les  principaux  pigments  intervenant  dans  la  capture  de  la  lumiere  chez  les  Eucaryotes  photo- 
synthetiques. 

12.  Qu'appelle-t-on  photosystemes  ?  quelles  fonctions  biochimiques  essentielles  leurs  differentes  parties 
assurent-elles  ?  combien  en  existe-t-il  de  types  differents  chez  les  Vegetaux  superieurs  ? 

13.  Decrire  le  schema  traduisant  le  transport  photosynthetique  non  cyclique  des  electrons  ;  quels  sont 
les  moteurs  permettant  aux  electrons  de  remonter  l'echelle  des  potentiels  d'oxydoreduction  ? 

14.  Quel  est  le  nom  donne  a  la  theorie  unitaire  rendant  compte  des  phenomenes  impliques  dans  la 
phosphorylation  oxydative  ou  photosynthetique  ayant  lieu  dans  les  mitochondries,  les  chloroplastes 
et  chez  les  Bacteries  ? 

15.  Nommer  la  molecule  qui  sert  d'accepteur  du  COz  dans  la  photosynthese  des  plantes  en  C3,  ainsi  que 
celle  qui  resulte  de  cette  fixation ;  quelle  est  l'enzyme  responsable  de  cette  reaction  ? 

16.  En  quoi  consiste  le  cycle  de  Calvin-Benson  ?  quel  est  son  role  fondamental  dans  la  photosynthese  ? 

17.  Quelles  sont  les  differences  cytologiques  et  physiologiques  existant  entre  les  plastes  des  cellules  du 
mesophylle  et  ceux  des  cellules  de  la  gaine  perivasculaire  (plantes  en  C4)  ? 

18.  Quelles  particularites  cellulaires  remarquables  sont  mises  en  jeu  dans  le  metabolisme  photosynthe¬ 
tique  des  plantes  en  C4  ?  en  quoi  ce  metabolisme  constitue-t-il  une  adaptation  physiologique  aux  cli- 
mats  arides  ? 

19.  Pourquoi  peut-on  dire  que  l'acetyl-coenzyme  A  est  une  « plaque  tournante»  dans  le  metabolisme 
energetique  ? 

20.  Selon  quelles  reactions  les  acides  gras  sont-ils  degrades  dans  la  matrice  mitochondriale  ? 

21.  Citer  un  transporteur  de  la  membrane  mitochondriale  interne  dont  l'importance  est  fondamentale 
dans  toutes  les  activites  cellulaires. 

22.  Quelles  grandes  families  d'enzymes  rencontre-t-on  dans  les  peroxysomes  ?  citer  une  enzyme  tou- 
jours  presente  dans  ces  organites  et  justifier  sa  presence. 

23.  Quelle  est  l'origine  biochimique  de  la  photorespiration  ?  quelle  est  sa  consequence  en  ce  qui 
concerne  l'efficacite  de  la  photosynthese  ? 

24.  Chez  quels  etres  vivants  rencontre-t-on  des  glyoxysomes  et  quelle  est  leur  fonction  physiologique 
originale  ? 
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ARCHITECTURE  ET  MOTILITE 

CELLULAIRES 


A  la  difference  des  Bacteries,  les  cellules  euca- 
ryotiques  presentent  un  degre  d'organisation 
interne  tres  eleve  (voir  chapitre  2)  et  une  grande 
diversity  de  formes,  y  compris  au  sein  d'un  meme 
organisme  (voir  chapitre  14).  De  plus,  elles  sont 
capables  de  deplacer  leurs  organites  a  l'interieur 
du  hyaloplasme  et,  au  moins  pour  certaines  d'entre 
elles,  de  se  mouvoir  a  l'aide  de  structures  speciali- 
sees  ou  en  modifiant  leur  forme.  Toutes  ces  pro¬ 
priety  sont  liees  a  l'existence,  chez  ces  cellules,  de 
trois  types  de  reseaux  proteiques  superposes,  for¬ 
mes  de  fins  filaments  ou  de  tubules  qui  parcourent 
et  emplissent  le  hyaloplasme. 

Chaque  type  de  filament  est  constitue  de  mono- 
meres  differents,  dont  la  taille  est  de  l'ordre  du 
nanometre,  et  qui  s'associent  par  milliers  pour  for¬ 
mer  des  structures  lineaires  atteignant  des  lon¬ 
gueurs  de  plusieurs  micrometres. 

Contrairement  a  ce  que  l'on  a  longtemps  cru,  ce 
dernier  n'est  pas  en  effet  une  simple  solution 
concentree  de  proteines  ;  il  est  en  realite  fortement 
structure  par  un  systeme  complexe  appele  cytos- 
quelette,  qui  joue  un  double  role  dans  la  cellule. 
De  fa  con  un  peu  trompeuse,  en  raison  de  sa  deno¬ 
mination,  ce  reseau  interne  constitue  a  la  fois  un 
«  squelette  »  et  une  «  musculature  »  a  l'echelle  cellu- 
laire.  Les  microtubules  et  les  microfilaments  sont 
le  plus  souvent  associes  aux  fonctions  dynamiques 
du  cytosquelette,  mais  ils  entrent  aussi  dans  la 
constitution  de  nombreux  edifices  stables.  Ces 
structures  ne  pourraient  assurer  aucune  fonction 
dans  les  cellules  si  elles  n'etaient  pas  associees  a  de 
nombreuses  proteines  «  accessoires  »  qui  les  relient 


aux  organites  ou  a  la  membrane  plasmique.  En 
revanche,  les  filaments  intermediaires  forment 
toujours  des  structures  fibreuses  stables  qui  ont  un 
role  essentiellement  architectural  ;  ils  n'ont  ete 
identifies,  jusqu'a  present,  que  dans  les  cellules 
animales.  Les  deux  autres  reseaux  sont  communs 
a  tous  les  Eucaryotes. 

Le  cytosquelette  n'existe  pas  chez  les  Procaryotes 
et  il  fait  partie  des  differences  majeures  qui  les  dis- 
tinguent  des  Eucaryotes,  au  meme  titre  que  l'orga- 
nisation  du  materiel  genetique,  l'absence  generale 
de  systemes  membranaires  internes  ou  le  mode  de 
reproduction.  Les  mecanismes  de  la  motilite  chez 
les  Bacteries  seront  brievement  presentes  en  fin  de 
chapitre  ;  ils  sont  bases  sur  des  principes  tres  diffe¬ 
rents  de  ceux  decrits  chez  les  Eucaryotes. 


1.  STRUCTURES 
CYTOSQUELETTIQUES 
DES  CELLULES  EUCARYOTIQUES 


De  fagon  inhabituelle  dans  la  demarche 
cytologique,  la  description  des  constituants  du 
cytosquelette  sera  d'abord  faite  au  niveau  des 
ultrastructures,  observables  au  moyen  du  micro¬ 
scope  electronique.  Il  faut  en  effet  savoir  que  les 
elements  de  base  des  trois  reseaux  signales  plus 
haut,  invisibles  a  l'echelle  de  la  microscopie  photo- 
nique,  ont  ete  identifies  bien  avant  que  les  edifices. 
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pourtant  de  grande  taille,  auxquels  ils  participent, 
aient  pu  etre  reconnus.  La  raison  en  sera  donnee 
plus  loin. 

1.1  Donnees  de  la  microscopie  electronique 


1.1.1.  Microtubules 

Les  microtubules  sont  des  structures  tubulaires 
en  general  rectilignes,  ayant  un  diametre  exterieur 
de  25  run,  que  l'on  observe  dans  toutes  les  cellules 
eucaryotiques,  quel  que  soit  le  stade  du  cycle  cel- 
lulaire.  Ils  apparaissent  typiquement  sous  forme 
de  « rails »,  en  coupe  longitudinale,  et  sous  forme 
circulaire,  en  coupe  transversale  (voir  figure  11.1). 
L'observation  de  coupes  seriees  et  l'utilisation  de 
la  coloration  negative  (voir  chapitre  3),  applicable 
dans  quelques  cas  privilegies,  suggerent  que  ces 
tubes  peuvent  atteindre  de  grandes  longueurs 
(plusieurs  dizaines  de  pm).  Lorsque  de  tres  forts 
grossissements  sont  utilises,  leur  paroi  apparait 
constitute  de  sous-unites  globulaires,  en  general 
au  nombre  de  treize.  La  technique  de  coloration 
negative  appliquee  a  des  microtubules  isoles 
montre  qu'ils  sont  formes  de  filaments  elemen- 
taires,  nommes  protofilaments,  qui  sont  eux- 
memes  constitues  de  sous-unites  globulaires.  On 
compte  le  plus  souvent  treize  protofilaments  par 
microtubule,  mais  cela  n'est  pas  une  regie  abso- 


lue  :  chez  certains  Protistes,  Nematodes  et  Crus- 
taces,  il  en  existe  qui  en  possedent  de  onze  a  quinze. 

Dans  les  cellules  animales  en  interphase  (fibro- 
blastes  confluents  en  monocouche,  par  exemple) 
les  microtubules  sillonnent  le  hyaloplasme  dans 
tous  les  sens,  ou  bien  ils  constituent  des  faisceaux 
laches  (cas  des  prolongements  axonaux  des  neu¬ 
rones).  Dans  les  cellules  en  division,  ils  sont  les 
elements  de  base  des  asters  et  du  fuseau  achroma- 
tique,  sous  la  forme  de  faisceaux  serres  et  paral¬ 
lels .  Enfin,  des  edifices  complexes  tels  que  les 
centrioles  des  centrosomes,  les  corpuscules  basaux 
des  cils  ou  des  flagelles  ainsi  que  les  cils  et  les  fla- 
gelles  eux-memes,  contiennent  des  microtubules 
organises  en  doublets  ou  en  triplets  paralleles 
(voir  3.3.  et  3.4.).  Bien  que  tous  ces  microtubules 
soient  morphologiquement  identiques,  ils  se  clas- 
sent  cependant  en  deux  categories  :  ceux  dits 
labiles,  et  ceux  dits  stables.  Les  premiers  ne  sont 
observables  que  si  le  materiel  biologique  a  ete  fixe 
au  moyen  d'aldehydes,  a  une  temperature  supe- 
rieure  a  4°C  ;  les  seconds  sont  visibles  quels  que 
soient  les  traitements  fixateurs  utilises.  Seuls  les 
demiers  types  d'edifices  complexes  que  l'on  vient 
de  citer  sont  constitues  de  microtubules  stables. 

Dans  les  cellules  des  Vegetaux  superieurs,  les 
microtubules  ont  une  disposition  tres  caracteris- 
tique  :  les  coupes  tangentielles  a  la  limite  cellulaire 
montrent  qu'ils  sont  en  general  situes  immediate- 
ment  sous  la  membrane  plasmique  et  que  leur 


Figure  11.1 

Microtubules  observes  en  microscopie  electronique 

(a)  coupe  longitudinale  (cellule  de  Protiste  du  genre  Euplote s  ;  x  80  000)  ;  (b)  coupe  transversale  d'un  faisceau  de 
microtubules  (cellule  de  Protiste  du  genre  Anisonema  ;  x  60  000) ;  (c)  coupe  transversale  a  fort  grossissement,  montrant 
les  13  protofilaments  constitutifs.  Un  microtubule  est  un  long  cylindre  dont  la  paroi  a  5  nm  d'epaisseur  ;  (d)  protofila¬ 
ments  observes  en  coloration  negative  (x  220  000).  Cliches  Labo.  BG  et  M.  Lemullois,  Labo.  BC4,  Orsay. 
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orientation  est  a  peu  pres  parallele  a  celle  des 
fibrilles  extracellulaires  de  cellulose  de  la  paroi 
squelettique  les  plus  proches  de  la  membrane. 
Chez  les  Protistes,  on  observe  de  nombreuses 
structures  microtubulaires,  souvent  tres  spectacu- 
laires,  comme  les  axonemes  constituant  la  partie 
axiale  des  prolongements  cytoplasmiques  (tenta- 
cules  prehensiles)  des  Heliozoaires. 

1.1.2.  Microfilaments 

11  s'agit  de  fines  fibres  de  7  a  8  nm  d'epaisseur, 
que  l'on  trouve  dans  le  hyaloplasme  de  toutes  les 
cellules  eucaryotiques,  et  qui  se  presentent  le  plus 
souvent  sous  la  forme  de  faisceaux  serres  (voir 
figure  11.2).  Chaque  microfilament  ne  depasse 
generalement  pas  2  a  3  pm  de  long,  mais  les  fais¬ 
ceaux  eux-memes  atteignent  10  a  20  pm,  comme 
on  le  verra  plus  tard.  Ces  derniers  sont  souvent 
localises  dans  la  zone  corticale  des  cellules,  en  par¬ 
ticular  celle  en  contact  avec  le  substrat,  quand  il 
s'agit  de  cellules  animales  en  culture.  Certains 
types  de  cellules  specialisees  contiennent  des 


Figure  11.2 

Microfilaments  observes  en  microscopie  electronique 

(a)  coupe  longitudinale  d'un  faisceau  serre  de  microfila¬ 
ments  observe  dans  une  cellule  de  larve  d'Amphibien  ; 

(b)  microfilaments  organises  en  un  reseau  lache  present 
a  la  marge  d'une  cellule  en  culture.  Cliches  J.  Auber  et 
Labo.  BG,  Orsay. 


microfilaments  en  abondance,  en  particulier  les 
fibres  musculaires,  qui  sont  des  cellules  allongees 
et  contractiles  caracteristiques  des  muscles  stries 
ou  lisses.  Dans  les  fibres  striees  on  decrit  une  suc¬ 
cession  remarquable  de  filaments  fins  et  epais  dis¬ 
poses  en  unites  repetitives  appelees  sarcomeres, 
dont  nous  rappellerons  l'organisation  et  le  fonc- 
tionnement  dans  le  paragraphe  3.4.4.  ;  au  sein  des 
fibres  lisses,  ces  associations  ne  presentent  pas 
cette  organisation  caracteristique. 

De  nombreuses  structures  cellulaires,  apparem- 
ment  heteroclites,  contiennent  aussi  des  microfila¬ 
ments.  Chez  les  Animaux,  on  peut  citer  :  les 
microvillosites  des  cellules  absorbantes,  les  stereo- 
cils  des  cellules  sensorielles  auditives,  le  filament 
acrosomial  des  spermatozoldes,  les  jonctions  inter- 
cellulaires  des  cellules  epitheliales  nominees  cein- 
tures  d'adherence,  l'anneau  contractile  apparaissant 
a  la  fin  de  la  division  et  permettant  la  separation 
des  cellules-filles,  les  divers  prolongements  cellu¬ 
laires,  appeles  lamellipodes  ou  spicules,  des  cel¬ 
lules  mobiles  ou  des  cones  de  croissance  des 
axones  en  culture,  etc.  Certains  de  ces  exemples 
seront  decrits  en  detail  dans  le  paragraphe  3.3.2. 

1.1.3.  Filaments  intermediates 

Ils  se  presentent  sous  la  forme  de  fibres  d'epais¬ 
seur  variable,  comprise  entre  8  et  12  nm.  Cette 
variability  est  fonction  du  type  cellulaire  analyse  et 
traduit  une  diversity  de  composition  chimique  qui 
sera  etudiee  plus  loin  ;  celle-ci  contraste  avec  l'uni- 
formite  de  structure  et  de  taille  signalee  pour  les 
microtubules  et  les  microfilaments.  Les  filaments 
intermediaires  ont  ete  decrits  depuis  longtemps 
dans  deux  types  majeurs  de  cellules  animales  :  les 
cellules  epitheliales  des  Vertebres,  en  particulier 
les  cellules  epidermiques  et  leurs  derives  (che- 
veux,  ongles,  ecailles...),  et  les  cellules  nerveuses  : 
neurones  ou  cellules  gliales  (voir  figure  11.3).  Ces 
filaments  y  ont  ete  respectivement  decrits  sous  le 
nom  de  tonofilaments  de  keratine  et  de  neurofila¬ 
ments  ;  ces  derniers  s'agencent  en  faisceaux  epais 
(neurofibrilles)  bien  visibles  dans  le  corps  cellu¬ 
laire  et  dans  les  prolongements  nerveux. 
Pratiquement  tous  les  types  cellulaires  animaux 
contiennent  des  filaments  intermediaires. 

1.1.4.  LlMITES  DE  l'approche 

Nous  avons  souligne,  dans  le  chapitre  2,  les 
limites  de  l'observation  en  microscopie  electro- 
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Figure  11.3 

Filaments  intermediaires  observes 
en  microscopie  electronique 

(a)  cellule  epitheliale  en  culture  :  coupe  longitudinale 
d'un  faisceau  de  tonofilaments  de  keratine  ;  (b)  et 
(c)  coupes  d'axones  (Ax)  myelinises  montrant  de  nom- 
breux  neurofilaments  et  quelques  microtubules  (fleches). 
Cliches  Labo  BC4  et  Labo.  BG,  Orsay. 


nique  quand  il  s'agit  d'etudier  des  structures  a 
grande  echelle.  C'est  le  cas  ici,  car  nous  avons 
affaire  a  des  structures  tubulaires  ou  fibreuses, 
organisees  le  plus  souvent  en  edifices  de  grande 
taille  emplissant  toute  la  cellule.  La  finesse  extreme 
des  coupes  utilisees  dans  cette  approche  conduit  a 
une  vision  tres  partielle  des  objets,  faisant  alors 
perdre  la  notion  de  volume.  Ainsi,  bien  que  toutes 
les  structures  cytosquelettiques  elementaires  fus- 
sent  connues  dans  le  plus  grand  detail  des  le  debut 
des  annees  70,  la  notion  de  cytosquelette  elle-meme 
n'etait  pas  encore  etablie.  II  fallut  attendre  le  per- 
fectionnement  d'une  technique  deja  ancienne  : 
l'immunofluorescence,  et  la  purification  des  mole¬ 
cules  constitutives  du  cytosquelette,  grace  aux 
techniques  biochimiques,  pour  que  les  observations 


permettent  de  degager  ce  nouveau  concept,  vers  la 
fin  de  la  decennie.  Celui-ci  a  totalement  renouvele, 
voire  revolutionne,  notre  fa  con  de  comprendre  la 
cellule  eucaryotique. 


1.2  Donnees  de  la  microscopie  photonique 


1.2.1.  Immunofluorescence  indirecte 

ET  MICROSCOPIE  CONEOCALE 

L'immunofluorescence  implique  que  les  pro- 
teines  majeures  constituant  les  structures  a  obser¬ 
ver  aient  prealablemement  ete  purifiees  par  les 
techniques  biochimiques  ;  la  tubuline,  l'actine  et  les 
proteines  des  microfilaments,  qui  sont  a  la  base 
des  reseaux  decrits  plus  haut,  seront  etudiees  en 
detail  dans  les  lignes  suivantes.  L'immunofluores¬ 
cence  indirecte  derive  de  la  technique  d'immuno- 
fluorescence  directe  decrite  dans  le  chapitre  3. 

Cette  methode  est  basee  sur  le  principe  suivant : 
l'anticorps  primaire  fabrique  contre  la  molecule  que 
l'on  cherche  a  visualiser  n'est  pas  lui-meme  rendu 
fluorescent  par  couplage  a  un  fluorochrome  ;  il  est 
en  fait  reconnu  par  un  deuxieme  type  d'anticorps, 
dit  secondaire,  fabrique  « contre  »  le  premier.  Les 
immunoglobulines  d'un  Mammifere  comme  la  sou- 
ris  sont  reconnues  comme  des  antigenes  par  un 
autre  Mammifere  tel  que  le  lapin,  par  exemple, 
contre  lesquels  celui-ci  fabrique  des  anticorps  anti- 
immunoglobulines  de  souris.  Ce  sont  ces  dernieres 
molecules  purifiees  qui  seront  marquees  et  detec- 
tees  au  microscope.  Le  protocole  est  le  suivant  : 
l'anticorps  primaire  est  lie  a  sa  cible  et  l'anticorps 
secondaire  fluorescent  est  ensuite  accroche  a  lui  ; 
comme  toutes  les  reconnaissances  sont  tres  speci- 
fiques  au  sein  de  cet  edifice,  la  fluorescence  est 
emise  au  niveau  de  la  cible  primaire  seule  (voir 
figure  11.4).  Les  avantages  de  la  technique  sont 
considerables  :  1)  on  amplifie  beaucoup  le  signal 
emis  car  plusieurs  molecules  d'anticorps  secon- 
daires  sont  fixees  sur  une  seule  molecule  d'anti¬ 
corps  primaire,  2)  les  anticorps  primaires  sont  rares 
et  precieux,  car  ils  resultent  souvent  de  longues  et 
couteuses  experiences,  tandis  que  les  anticorps 
secondaires  sont  vendus  dans  le  commerce,  deja 
couples  a  des  fluorochromes.  Cette  technique  est 
done  plus  sensible  que  la  precedente  et  n'exige 
que  de  faibles  quantites  d'anticorps  primaires. 

Son  apport  est  capital  dans  l'analyse  du  cytos¬ 
quelette  car,  appliquee  a  des  cellules  entieres,  elle 
permet  de  visualiser  les  reseaux  en  trois  dimen- 
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Principe  de  I'immunofluorescence  indirecte 

Comparer  ce  schema  a  celui  de  la  figure  3.8,  presentant 
I'immunofluorescence  directe. 

(1)  Anticorps  primaire  ;  (2)  Anticorps  secondaire. 


sions.  De  plus,  grace  a  l'utilisation  simultanee 
d'anticorps  distincts  marques  par  des  fluoro- 
chromes  differents,  elle  permet  d'etudier  les  inter¬ 
relations  existant  entre  eux  ou  bien  avec  d'autres 
structures  ou  organites.  Depuis  1987,  cette 
approche  s'est  enrichie  d'une  nouvelle  technique 
cytologique,  nominee  microscopie  confocale,  qui 
fournit  des  images  d'une  qualite  exceptionnelle. 
Celle-ci  a  connu  un  developpement  fulgurant  car 
elle  complete  remarquablement  l'utilisation  des 
marqueurs  fluorescents  couples  aux  proteines.  Son 
principe  est  expose  dans  l'encart  suivant. 


1.2.2.  Differents  reseaux 

ET  STRUCTURES  VISUALISES 

•  Lorsque  des  anticorps  anti-tubuline  sont 
appliques  a  des  cellules  animales  en  culture  fixees 
et  permeabilisees,  on  obtient  des  images  telles  que 
celle  de  la  figure  11.5.  Le  cytoplasme  de  ces  cellules 
est  sillonne  par  une  multitude  de  filaments  lumi- 
neux,  plus  ou  moins  tortueux,  representant  des 
microtubules  individuels  ou  tres  proches  ;  ceux-ci 
sont  particulierement  abondants  a  proximite  du 
noyau,  qui  se  detache  en  sombre  sur  le  cliche.  Cet 
aspect  tient  a  deux  raisons  :  d'une  part,  ces  cellules 
sont  tres  aplaties  sur  leur  support  et  la  masse  de 
hyaloplasme  contenant  les  microtubules  est  plus 
abondante  autour  du  noyau  qu'a  son  niveau, 
d'autre  part  c'est  a  proximite  de  ce  dernier  que  se 
situe  l'unique  foyer  de  nucleation  de  microtubules 
present  dans  ce  type  de  cellules.  On  designe,  par 
cette  expression,  toute  structure  capable  de  provo- 
quer  l'apparition  (amorcer  la  synthese)  de  nou- 
veaux  microtubules  ;  dans  le  cas  present,  cette 
structure  est  constitute  par  le  centrosome,  dont 
l'organisation  precise  sera  decrite  plus  tard. 

La  meme  technique,  appliquee  a  des  cellules 
vegetales  differenciees  telles  que  des  cellules  de 
parenchyme  foliaire,  montre  que  les  microtubules 
se  disposent  en  faisceaux  corticaux  paralleles  et 
serres  qui  forment  une  helice  tournant  tout  autour 
de  la  cellule.  L'orientation  de  ces  faisceaux  est, 
comme  on  l'a  signale  plus  haut,  parallele  a  celle 
des  fibres  de  cellulose  de  la  paroi.  Enfin,  lorsqu'on 


Encart  technique 
Le  microscope  confocal 


Dans  un  microscope  photonique  banal,  la  lumiere 
traverse  completement  l'objet  observe  et  chaque 
plan  illumine  de  celui-ci  interfere,  au  niveau  du 
signal  re^u  par  l'oeil,  avec  tous  ceux  situes  au- 
dessus  et  au-dessous  ;  quand  il  s'agit  d'objets 
d'epaisseur  superieure  a  5  gm,  ceci  conduit  a  un 
brouillage  important  de  l'image.  Le  microscope 
confocal  comporte  un  dispositif  d'eclairage  par 
un  fin  faisceau  laser  focalise,  a  travers  l'objectif, 
sur  un  seul  point  de  l'objet.  Ce  point,  vivement 
eclaire,  reemet  une  lumiere  qui  traverse  a  son 
tour  l'objectif  et  est  captee  par  un  systeme  de 
photomultiplicateurs  ;  ceux-ci  amplifient  le  signal 
qui  est  enregistre  sur  un  systeme  video.  L'utilisa¬ 
tion  d'un  diaphragme  tres  fin  a  l'entree  des  pho¬ 


tomultiplicateurs  permet  de  ne  capter  que  les 
rayons  lumineux  provenant  du  seul  point  eclaire 
de  l'objet.  Le  faisceau,  qui  a  done  la  forme  d'un 
cone  lumineux  tres  pointu,  balaie  le  plan  de  l'objet 
point  par  point  et  precede  par  plans  successifs 
distants  de  0,1  a  1  |im  dans  le  sens  de  l'epaisseur 
de  l'objet.  L'avantage  considerable  de  ce  systeme 
est  qu'il  permet  de  realiser  artificiellement  des 
coupes  optiques  et  d'etudier  des  objets  transpa¬ 
rents  epais,  en  les  analysant  optiquement  plan 
apres  plan.  Son  association  avec  des  systemes 
informatiques  sophistiques  permet  d'exploiter  de 
fagon  tres  complete  les  images  enregistrees  :  ana¬ 
lyses  quantitatives,  stereoscopie,  reconstitutions 
en  trois  dimensions,  fausses  couleurs. 
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Figure  11.5 

Reseau  microtubulaire  d'une  cellule  animale  en  culture 
observe  en  immunofluorescence 
Le  centrosome  est  le  point  brillant,  situe  pres  du  noyau 
(qui  apparait  en  sombre),  d'ou  partent  tous  les  microtu¬ 
bules  qui  sillonnent  la  cellule  :  c'est  le  centre  organisa- 
teur.  Cliche  A.  Fleury,  Labo.  BC4,  Orsay. 


examine  des  Protistes  du  groupe  des  Cilies,  on  est 
frappe  par  la  richesse  de  leur  cytoplasme  en  struc¬ 
tures  construites  a  partir  de  microtubules  ;  nous 
illustrerons  ce  point  dans  le  paragraphe  3.2. 

•  Lorsque  des  fibroblastes  en  culture  sont  traites 
par  des  anticorps  anti-actine,  les  images  obtenues 
different  radicalement  de  celles  decrites  pour  la 
tubuline  :  de  longs  cables  epais  a  localisation  corti- 
cale,  parfois  entrecroises,  sont  tendus  d'un  bout  a 
l'autre  de  la  cellule  (voir  figure  11.6).  Ces  cables 
formes  de  microfilaments  sont  parfois  nommes 
fibres  toniques  (ou  fibres  de  tension)  en  raison  de 
leur  aspect  rigide  ;  ils  convergent  vers  des  points, 
nommes  points  de  contact  focaux  (ou  plaques 
d'adherence)  rassembles  essentiellement  dans  les 
prolongements  cellulaires.  Ces  derniers  constituent 
des  dispositifs  transmembranaires  servant  a  ancrer 
la  cellule  sur  son  support  et  a  la  maintenir  aplatie  ; 
ils  rapprochent  en  fait  les  cables  tendus  dans  la 
cellule  de  certaines  zones  de  la  matrice  extracellu- 
laire  avec  lesquelles  celle-ci  entre  en  contact  etroit 
(voir  chapitre  14).  En  revanche,  dans  certains  terri- 
toires  cellulaires,  en  particulier  au  niveau  des  pro¬ 
longements  aplatis  ayant  un  aspect  de  pseudopode, 


et  appeles  lamellipodes,  qui  sont  abondants  dans 
les  cellules  se  deplagant  sur  leur  support,  la  fluo¬ 
rescence  liee  a  l'actine  apparait  diffuse.  Ceci  tient 
au  fait,  comme  le  montre  la  cytologie  electronique, 
que  les  microfilaments  d'actine  n'ont  pas  a  ce 
niveau  une  orientation  particuliere  (voir 
figure  11.2b).  Ce  type  d'observation  est  egalement 
classique  dans  les  cones  de  croissance  des  axones 
en  culture. 

•  Enfin,  l'observation  en  immunofluorescence 
de  cellules  epitheliales  en  culture  marquees  par  un 
anticorps  anti-filaments  intermediates  (anti- 
keratine,  par  exemple)  montre  un  aspect  rappelant 
celui  decrit  pour  les  microtubules  :  des  filaments 
tortueux,  abondants  a  proximite  du  noyau,  sillon¬ 
nent  le  cytoplasme.  Des  experiences  de  double 
marquage  :  anti-tubuline  et  anti-keratine,  montrent 
que  ces  deux  reseaux  sont  partiellement  superpo- 
sables,  suggerant  que  des  interactions  existent 
entre  eux  ;  ce  point  sera  discute  plus  loin.  Lorsque 
ces  cellules  en  culture  sont  jointives  sur  leur  sup¬ 
port,  on  observe  aussi  que  certains  faisceaux  de 
ces  filaments  sont  en  parfaite  continuite  d'une  cel¬ 
lule  a  l'autre,  bien  que  celles-ci  soient  distinctes  et 
separees  par  leurs  membranes  plasmiques.  Ceci 
s'explique  par  le  fait  que  ces  faisceaux  convergent 
vers  des  points  communs  aux  deux  cellules  appeles 
desmosomes,  qui  sont  des  structures  transmem¬ 
branaires  appartenant  a  la  famille  des  jonctions 
intercellulaires  (voir  chapitre  14). 


Figure  11.6 

Reseau  de  microfilaments  d'une  cellule  animale 
en  culture  observe  en  immunofluorescence 
De  nombreux  cables  epais  s'entrecroisent  au  sein  du 
cytoplasme  ;  la  peripherie  de  la  cellule  contient  en 
revanche  de  l'actine  non  polymerisee  en  cables  (fluores¬ 
cence  diffuse).  Le  noyau  central  est  colore  par  un  fluoro- 
chrome  specifique  de  l'ADN  (DAPI)  ;  d'apres  un  cliche 
de  E.  Lazarides. 
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2.  CONSTITUTION  CHIMIQUE 
ET  ORGANISATION 
MOLECULAIRE  DES  ELEMENTS 
DU  CYTOSQUELETTE 


amines  des  deux  types  de  polypeptides  sont  en 
effet  tres  proches,  ne  differant  que  par  quelques 
unites  sur  les  450  environ  qui  les  constituent.  Cette 
universality  des  sequences  ne  fait,  somme  toute, 
que  refleter  la  Constance  de  la  structure  des  micro¬ 
tubules  chez  tous  les  Eucaryotes. 


2.1  Tubuline  et  microtubules 


2.1.2.  Autoassemblage  en  protofilaments 

ET  POLYMERISATION  DES  MICROTUBULES 


Le  constituant  majoritaire  des  microtubules  est 
une  proteine  globulaire  nominee  tubuline.  Celle-ci 
est  purifiee  a  partir  de  cellules  ou  de  structures 
riches  en  microtubules,  telles  que  le  cerveau  des 
Vertebras  superieurs  (ou  elle  represente  10  a  20  % 
des  proteines  totales),  ou  les  fuseaux  mitotiques 
des  cellules  embryonnaires  en  division  rapide.  On 
l'extrait  aussi  a  partir  des  cils  (Protistes  Cilies  : 
Paramecium,  ou  cellules  ciliees  de  certains 
Mollusques  :  branchies  des  Moules)  ou  bien  a  par¬ 
tir  des  flagelles  de  spermatozoides  de  divers 
Animaux  (Oursins)  ou  d'Algues  unicellulaires 
(Chlamydomonas).  En  effet,  certains  traitements  chi- 
miques  ou  des  traitements  mecaniques  un  peu  vio- 
lents  entrainent  leur  cassure  et  leur  detachement 
des  corps  cellulaires.  Par  centrifugation  a  faible 
vitesse,  il  est  possible  d'eliminer  ces  derniers  sous 
forme  d'un  culot  et  d'obtenir  dans  le  surnageant 
une  fraction  pure  de  cils  ou  de  flagelles,  centrifu- 
geables  a  leur  tour. 

2.1.1.  MONOMERESET  DIMERES  0Cp 

L'extraction  des  proteines  de  microtubules  et 
leur  analyse  par  ultracentrifugation  ou  electropho- 
rese  denaturante  montrent  l'existence  d'un  com- 
posant  majoritaire  ayant  une  masse  moleculaire 
voisine  de  50  kDa.  En  fait,  ce  composant  se  resout 
en  deux  polypeptides  de  taille  tres  voisine,  pre¬ 
sents  en  quantite  equimoleculaire,  parfois  difficile- 
ment  separables,  et  nommes  tubulines  a  et  p.  Ces 
deux  polypeptides  existent  toujours  a  l'etat  natif 
sous  la  forme  de  dimeres  aP,  qui  constituent  les 
unites  globulaires  des  protofilaments.  Les  deux 
sous-unites  sont  liees  par  des  liaisons  faibles 
(structure  de  type  quaternaire),  et  on  parle  done 
d'heterodimeres  <*P  (100  kDa). 

Les  tubulines  possedent  la  caracteristique 
remarquable  d'etre  extremement  conservees  au 
plan  evolutif  :  quelle  que  soit  l'origine  des  micro¬ 
tubules,  Protistes,  Invertebres,  Vertebres,  Vegetaux 
inferieurs  ou  superieurs,  les  sequences  d'acides 


La  propriety  majeure  de  la  tubuline  purifiee  en 
solution  est  sa  possibility  de  s'associer  spontane- 
ment  en  edifices  d'ordre  superieur  de  grande  taille, 
conduisant  a  former  des  microtubules  ;  on  parle 
d'autoassemblage  (voir  chapitre  1).  Le  premier 
niveau  d'assemblage  est  le  protofilament,  qui 
resulte  de  l'alignement  regulier  des  dimeres  aP 
s'accrochant  les  uns  aux  autres  par  une  extremity 
complementaire,  toujours  au  moyen  de  liaisons 
faibles  (voir  figure  11.7).  Plusieurs  courts  protofila¬ 
ments  de  ce  type  peuvent  se  placer  cote  a  cote  et 
constituer  un  microtubule  incomplet  et  a  paroi 
aplatie  ;  lorsque  treize  protofilaments  se  sont  ainsi 
associes,  le  tube  se  ferme  et  on  obtient  un  fragment 


Figure  11.7 

Organisation  moleculaire  des  microtubules 
Un  protofilament  est  une  structure  polarisee  car  une  de 
ses  extremites  est  constituee  par  une  sous-unite  a  et 
l'autre  par  une  sous-unite  |3.  Les  protofilaments  se  dis- 
posent  parallelement  les  uns  aux  autres,  avec  la  meme 
orientation,  pour  former  les  microtubules  ;  il  s'en  suit 
que  ces  derniers  sont  eux  aussi  polarises.  Les  protofila¬ 
ments  voisins  sont  legerement  decales  les  uns  par  rap¬ 
port  aux  autres. 


334  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


de  microtubule.  Ce  dernier  sert  alors  directement 
de  germe  de  polymerisation  (ou  amorce)  en  accro- 
chant  de  nouveaux  dimeres  a  ses  deux  extremites. 

Ce  phenomene  de  polymerisation  spontanee  in 
vitro  est  d'abord  fonction  de  la  concentration  en 
tubuline  dans  la  solution  ;  il  se  produit  seulement 
si  un  seuil  critique  de  concentration  est  depasse,  a 
la  maniere  d'un  processus  de  cristallisation.  On 
observe  le  phenomene  inverse  de  depolymerisa¬ 
tion  de  microtubules  constitues  si  la  concentration 
en  dimeres  est  diminuee  par  simple  dilution,  par 
exemple  :  il  s'agit  done  d'un  equilibre  etabli  entre 
dimeres  et  edifices  d'ordre  superieur.  D'autres  fac- 
teurs  influent  sur  ces  processus,  tels  que  les  basses 
temperatures  (inferieures  a  4°C),  les  hautes  pres- 
sions  (superieures  a  250  kg  /cm2),  ou  certains  com¬ 
poses  chimiques  qui  sont  connus  pour  etre  des 
agents  depolymerisants,  in  vivo  comme  in  vitro.  La 
notion  de  microtubule  labile  signalee  plus  haut 
decoule  de  ces  observations. 


2.1.3.  Proprietes  dynamiques  des  microtubules 

IN  VITRO  ET  IN  VIVO 


La  vitesse  de  polymerisation  in  vitro  des  micro¬ 
tubules  est  stimulee  par  le  nucleoside  triphosphate 
GTP,  qui  leur  confere  en  outre  des  proprietes  par- 
ticulieres  a  cet  egard.  En  sa  presence,  les  deux 
extremites  des  amorces  de  microtubules  utilisees 
in  vitro  ne  manifestent  pas  les  memes  caracteris- 
tiques  de  polymerisation  (seuil  de  concentration 
critique  et  vitesse  d'allongement).  Le  GTP  se  lie  a 
la  tubuline  libre  et  forme  un  complexe  qui  se  fixe 
preferentiellement  a  une  des  deux  extremites  du 
microtubule,  en  raison  de  sa  polarite  structurale  : 
bien  que  la  polymerisation  de  la  tubuline  ait  simul- 
tanement  lieu  aux  deux  extremites  et  soit  un  phe¬ 
nomene  reversible,  l'une  des  deux  s'allonge 
globalement  plus  vite  que  l'autre.  De  meme,  dans 
les  conditions  de  faible  concentration  en  tubuline 
libre  qui  favorisent  la  depolymerisation,  on 
montre  qu'une  des  deux  extremites  du  microtu¬ 
bule  se  raccourcit  plus  vite  que  l'autre.  Il  existe 
une  concentration  remarquable  in  vitro  pour 
laquelle  une  extremite  s'allonge  et  l'autre  se  rac¬ 
courcit,  et  ce,  a  la  meme  vitesse.  Si  Ton  admet  que 
le  microtubule  peut  etre  «pose»  sur  un  support,  ce 
phenomene  conduit  a  son  deplacement  net,  sans 
modification  de  longueur  (l'hydrolyse  du  GTP 
constitue  la  source  d'energie  du  processus).  On 
parle  de  mecanisme  de  tapis  roulant  pour  decrire 


ceci  et  on  est  amene  a  definir  une  extremite  (+)  et 
une  extremite  (-)  au  microtubule. 

Bien  que  ce  phenomene  ait  ete  invoque  pour 
expliquer  les  proprietes  dynamiques  des  microtu¬ 
bules  dans  la  cellule  animale,  il  semble  cependant 
acquis  qu'il  ne  peut  se  produire  in  vivo.  La  cytologie 
montre  en  effet  que  la  plupart  de  ces  derniers  sont 
ancres  par  une  de  leurs  extremites  au  niveau  de 
structures  stables  qui  font  office  de  centres  organi- 
sateurs  ;  cette  extremite  bloquee  est  notee  (-).  Le 
modele  de  la  dynamique  des  microtubules  in  vivo 
est,  schematiquement,  le  suivant :  seule  l'extremite 
libre  (+)  est  capable  de  se  polymeriser  et  de  se 
depolymeriser  reversiblement  ;  l'allongement  a 
lieu  de  fagon  lente  a  partir  des  dimeres  libres  de 
tubuline-GTP  du  cytoplasme  et,  en  fonction  de 
leur  concentration  locale  au  niveau  de  cette  extre¬ 
mite,  la  polymerisation  se  poursuit  ou  pas.  En  des- 
sous  d'un  certain  seuil,  la  polymerisation  cesse  et 
entraine  la  depolymerisation  tres  rapide  de  tout  le 
microtubule  ;  la  liberation  simultanee  de  dimeres 
de  tubuline-GDP  permet  a  d'autres  microtubules 
de  s'allonger  (apres  transformation  en  tubuline- 
GTP).  On  parle  d'instabilite  dynamique. 

Les  observations  les  plus  recentes,  effectuees  in 
vivo  sur  des  microtubules  individuels  marques  par 
de  la  tubuline  fluorescente  injectee,  au  moyen  de 
systemes  de  video-amplification,  confirment  le 
modele  et  conduisent  a  se  representer  les  choses 
de  la  maniere  suivante  :  a  partir  du  foyer  de 
nucleation  que  constitue  le  centrosome  (voir  plus 
loin),  il  faut  imaginer  a  tout  instant  un  «foisonne- 
ment»  de  microtubules  dont  certains  s'allongent 
lentement  (1  pm  /min)  tandis  que  d'autres  se  rac- 
courcissent  a  grande  vitesse  (7  gm/min).  La 
notion  de  microtubules  labiles,  evoquee  plus  haut, 
prend  alors  tout  son  sens. 

2.1.4.  Drogues  perturb  ant  le  cytosquelette 

MICROTUBULAIRE 


Diverses  substances  a  proprietes  pharmacolo- 
giques,  tirees  de  plantes  reputees  veneneuses  et 
connues  depuis  fort  longtemps,  interferent  avec 
les  microtubules  dynamiques  des  cellules.  La  col¬ 
chicine,  alcaloide  extrait  du  colchique,  entraine 
l'arret  de  la  mitose  dans  les  cellules  en  prolifera¬ 
tion  ;  en  se  liant  aux  dimeres  de  tubuline  en  solu¬ 
tion,  elle  les  empeche  de  participer  a  toute  nouvelle 
polymerisation  de  microtubules.  Comme  cette 
fixation  n'interfere  pas  avec  la  depolymerisation. 
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les  microtubules  qui  disparaisssent  ne  sont  pas 
renouveles,  ce  qui  conduit  rapidement,  par 
exemple,  a  la  disparition  des  asters  et  du  fuseau  de 
division  dans  les  cellules  animales  en  mitose  (voir 
chapitre  12).  La  vinblastine,  alcaloide  extrait  d'une 
pervenche,  provoque  l'association  de  la  tubuline 
cytoplasmique  libre  en  gros  cristaux  a  motif  hexa¬ 
gonal  ;  en  immobilisant  la  tubuline  sous  une  forme 
insoluble,  son  effet  est  semblable  a  celui  de  la  col¬ 
chicine. 

En  revanche,  le  taxol  est  une  substance  toxique 
extraite  de  l'ecorce  ou  des  feuilles  de  l'if  (conifere 
ornemental)  dont  les  proprietes  sont  inverses  de 
celles  des  deux  composes  precedents  ;  il  empeche 
les  microtubules  de  se  depolymeriser  en  formant 
un  manchon  autour  d'eux,  et  ainsi  les  stabilise. 

Encart  biomedical 

Les  substances  antimitotiques 

Malgre  ces  differences  au  niveau  de  leur  mode 
d'action,  toutes  ces  substances,  ainsi  que  leurs 
derives  modifies  chimiquement,  ont  le  meme 
effet  :  le  blocage  reversible  de  la  division  cellu- 
laire.  Elies  constituent  done  des  antimitotiques 
puissants.  Elies  sont,  a  ce  titre,  utilisees  comme 
des  medicaments  anticancereux  (chimiothera- 
pie)  car  elles  ont  pour  cible  privilegiee  les  cel¬ 
lules  tumorales  a  division  rapide,  ainsi 
d'ailleurs  que  toutes  les  cellules-souches  a  divi¬ 
sion  continue  dans  notre  organisme,  d'ou  leurs 
effets  secondaires  (voir  chapitre  12).  La  colchi¬ 
cine  est  de  plus  connue  depuis  l'antiquite  comme 
agent  efficace  dans  le  traitement  des  crises  de 
goutte  ;  elle  agit  en  fait  en  empechant  les  glo¬ 
bules  blancs  mobiles  d'atteindre  les  articula¬ 
tions  et  a  done  une  action  anti-inflammatoire. 


2.1.5.  Les  proteines  associees  aux  microtubules 

ET  LEURS  FONCTIONS 

La  purification  des  tubulines  se  realise  en  gene¬ 
ral  grace  a  une  succession  de  cycles  de  depolyme¬ 
risation  et  de  polymerisation  in  vitro  ;  ceci  permet 
en  effet  d'eliminer  par  etapes  (au  moyen  de  centri¬ 
fugations  appropriees),  toutes  les  proteines  ne  for¬ 
mant  pas  de  microtubules.  Cependant,  au  cours  de 
ces  protocoles,  on  observe  (par  electrophorese,  par 
exemple)  que  plusieurs  especes  proteiques  copuri- 
fient  de  fagon  systematique  avec  la  tubuline, 


comme  si  elles  presentaient  une  forte  affinite  pour 
celle-ci.  De  fait,  on  montre  qu'un  certain  nombre 
de  proteines  sont,  in  vivo,  etroitement  associees 
aux  microtubules,  dont  elles  modifient  les  proprie¬ 
tes  et  auxquels  elles  conferent  une  grande  diver- 
site  de  fonctions.  Ces  molecules,  nominees  MAPs 
(microtubule  associated  proteins),  interviennent  soit 
pour  stabiliser  les  microtubules,  soit  pour  les  orga¬ 
niser  en  edifices  complexes,  comme  les  centrioles 
ou  les  axonemes,  soit  pour  leur  permettre  de 
s'associer  a  d'autres  constituants  cellulaires. 

Deux  classes  principales  de  ces  proteines  exis¬ 
tent  dans  le  cerveau,  l'une  de  masse  moleculaire 
tres  elevee  (250  kDa),  dont  on  a  montre  qu'elle 
forme  de  longs  bras  lateraux  regulierement  espa- 
ces  le  long  des  microtubules,  1' autre  de  plus  petite 
taille  (40  a  60  kDa),  qui  se  fixe  aussi  sur  toute  leur 
longueur.  Les  fonctions  exactes  de  beaucoup  de 
ces  molecules  restent  encore  mal  connues  ;  nous 
decrirons  plus  loin  divers  representants  de  cette 
famille,  associes  au  deplacement  des  microtubules 
les  uns  par  rapport  aux  autres,  ou  a  celui  d'orga- 
nites  et  de  vesicules. 


2.2  Actine  et  microfilaments 


2.2.1.  Monomeres 

Le  constituant  elementaire  des  microfilaments 
est  une  proteine  globulaire  nommee  actine  ;  celle- 
ci  est  connue  depuis  longtemps  en  tant  que  que 
proteine  majeure  des  fibres  musculaires  striees,  au 
meme  titre  que  la  myosine.  L'actine  est  cependant 
presente  dans  toutes  les  cellules  eucaryotiques 
banales  ou  differenciees,  animales  ou  vegetales  (ou 
elle  represente  jusqu'a  10  %  de  la  masse  des  pro¬ 
teines  totales),  ainsi  que  chez  divers  Protistes.  De 
nombreux  points  communs  existent  entre  les  pro¬ 
prietes  de  cette  molecule  et  celles  de  la  tubuline, 
en  ce  qui  conceme  leur  capacite  a  former  par  auto¬ 
assemblage  des  structures  d'ordre  superieur, 
lineaires  et  de  grande  taille. 

Le  monomere  d'actine,  ou  actine  G  (globulaire), 
est  un  polypeptide  de  42  kDa  (375  acides  amines), 
lorsqu'il  est  extrait  du  muscle  squelettique  des 
Vertebres  ;  les  donnees  cytologiques  les  plus 
recentes  suggerent  que  sa  morphologie  est  celle 
d'un  haltere  a  barre  tres  courte.  Cette  molecule  est 
evolutivement  tres  conservee  et  ne  differe,  par 
exemple,  que  de  quelques  acides  amines  entre  les 
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Vertebres  et  les  Champignons  ;  comme  pour  la 
tubuline,  cette  conservation  temoigne  des 
contraintes  fortes  qui  president  a  la  constuction 
des  microfilaments.  Chez  les  organismes  complexes 
il  existe,  dans  les  differents  tissus  d'un  meme  indi- 
vidu,  plusieurs  formes  tres  voisines  de  cette  mole¬ 
cule  ;  celles-ci  sont  codees  par  une  famille  de  genes 
repetes,  descendant  par  duplication  d'un  gene 
ancestral.  On  compte,  par  exemple,  au  moins  six 
formes  d'actine  distinctes  chez  les  Oiseaux  et  les 
Mammiferes,  et  chez  certains  Vegetaux  superieurs, 
plus  de  60  genes  ont  ete  identifies. 

2.2.2.  Autoassemblage  des  microfilaments. 
Proprietes  dynamiques 

De  meme  que  la  tubuline,  l'actine  purifiee  en 
solution  est  spontanement  capable  de  s'associer 
pour  former  de  longs  filaments  de  plusieurs  cen- 
taines  de  monomeres  :  l'actine  F  ou  fibreuse  (voir 
figure  11.8).  Les  microfilaments  sont  structurale- 
ment  polarises  et  possedent  une  extremite  dite  (+) 
et  un  extremite  dite  (-)  (voir  plus  loin).  Les  para- 
metres  qui  conditionnent  l'autoassemblage  in  vitro 
sont  ici  aussi : 

-  la  concentration  en  monomere  :  au-dela  d'un 
seuil  critique,  l'assemblage  a  lieu  a  partir  de  la 
solution,  en  deca  des  microfilaments  constitues 
se  depolymerisent ; 

-  la  presence  d'un  nucleotide  triphosphate  :  l'ATP, 
qui  se  fixe  sur  les  monomeres  et  est  ici  respon- 
sable  des  proprietes  differentes  des  deux  extre- 
mites  par  rapport  aux  vitesses  d'assemblage  et 
de  desassemblage  du  filament. 


Figure  11.8 

Organisation  moleculaire  des  microfilaments 
Les  monomeres  d'actine  en  forme  de  court  haltere 
s'organisent  pour  former  une  structure  lineaire  helicoi- 
dale  dont  la  periodicite  est  de  37  nm. 


Ces  phenomenes  sont  tout  a  fait  semblables  a 
ceux  deja  decrits  pour  la  tubuline.  Le  mecanisme 
de  tapis  roulant  qui  a  ete  presente  plus  haut  fonc- 
tionne  aussi  in  vitro  pour  l'actine,  l'extremite  (+) 
etant  celle  qui  s'allonge  tandis  que  celle  qui  se  rac- 
courcit  a  la  meme  vitesse  est  notee  (-).  Cependant, 
a  la  difference  des  microtubules  qui  necessitent  un 
centre  organisateur  pour  pouvoir  etre  nuclees  et 
qui  ont  toujours  une  extremite  bloquee  (-)  in  vivo, 
le  phenomene  de  tapis  roulant  (qui  implique  que 
les  deux  extremites  soient  libres)  fonctionne  ici  tres 
certainement  dans  les  cellules  vivantes.  Bien  que 
les  microfilaments  puissent  ainsi  apparaitre  spon¬ 
tanement  dans  le  hyaloplasme,  nous  verrons  plus 
loin  que  la  membrane  plasmique  semble  parfois 
agir  comme  un  lieu  privilegie  de  nucleation. 

Les  proprietes  dynamiques  de  ces  structures 
sont  evidemment  a  l'origine  de  differents  types  de 
mouvements  a  l'interieur  des  cellules,  ou  des  cel¬ 
lules  elles-memes,  mais  on  trouve  aussi  des  micro¬ 
filaments  d'actine  dans  des  edifices  tres  stables, 
typiques  de  nombreuses  cellules  animales  diffe- 
renciees.  Diverses  drogues  qui  perturbent  l'auto¬ 
assemblage  des  microfilaments  sont  connues  ; 
deux  d'entre  elles  seront  signalees  dans  le  para- 
graphe  3.5.3. 

2.2.3.  Les  proteines  associees 

aux  microfilaments  et  leurs  fonctions 

Comme  on  l'a  vu  pour  les  microtubules,  il  existe 
un  grand  nombre  de  proteines  qui  s'associent  aux 
microfilaments,  modifient  leurs  proprietes  et  leur 
permettent  d'assurer  des  fonctions  diversifies, 
voire  opposees.  Il  faut  bien  comprendre  que  des 
microfilaments  nus  et  libres  dans  le  hyaloplasme 
ne  pourraient  y  accomplir  aucune  activite. 
Plusieurs  dizaines  de  proteines  de  ce  type  sont 
connues,  dont  certaines  sont  generales  et  com¬ 
munes  a  toutes  les  cellules,  tandis  que  d'autres 
sont  specifiques  de  types  cellulaires  differencies 
(voir  figure  11.9).  Les  principales  families  de  pro¬ 
teines  de  liaison  sont  les  suivantes  : 

-  les  proteines  de  reticulation  ou  de  rassemble- 
ment :  ces  molecules  associent  les  microfilaments 
les  uns  aux  autres  pour  donner  des  gels  tridi- 
mensionnels  (filamine)  ou  bien  pour  former  des 
faisceaux  ou  des  cables  plus  ou  moins  serres, 
selon  leur  taille  (a  actinine,  fimbrine,  villine) ; 

-  les  proteines  de  stabilisation  ou  de  fragmenta¬ 
tion  :  les  premieres  protegent  et  consolident  les 
microfilaments  en  formant  un  manchon  autour 
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Figure  11.9 

Mode  d'action  de  quelques  proteines  de  liaison  a  I'actine 

On  donne  les  exemples  des  proteines  :  (a)  de  consolidation  ;  (b)  et  (c)  de  formation  de  faisceaux  plus  ou  moins  serres  ; 
(d)  de  reticulation  ;  (e)  de  destabilisation  ;  (f)  de  coiffage  d'une  extremite  ;  (g)  de  glissement ;  (h)  de  transport  de  vesi- 
cules  (V). 


d'eux  (tropomyosine) ;  les  secondes,  au  contraire, 
les  fragmentent  en  courts  morceaux  lorsqu'elles 
se  collent  sur  leurs  flancs  (gelsoline) ; 

-  les  proteines  de  coiffage  :  elles  se  fixent  aux 
extremites  des  microfilaments  et  les  empechent 
ainsi  soit  de  se  polymeriser,  soit  de  se  depolyme- 
riser.  Certaines  d'entre  elles  ancrent,  par  exemple, 
les  microfilaments  a  la  membrane  plasmique, 
par  leur  extremite  +,  au  niveau  des  points  de 
contact  focaux  (vinculine,  voir  figure  14.17) ; 

-  les  proteines  de  type  myosine  (des  cellules  mus- 
culaires  striees,  des  fibres  lisses  ou  des  cellules 
banales)  :  elles  ont  la  propriety  de  s'associer  a 
I'actine  pour  former  des  systemes  contractiles 
par  glissement  des  deux  types  de  filaments  les 
uns  par  rapport  aux  autres  (dans  les  sarcomeres, 
par  exemple).  La  minimyosine  est  un  type  tres 
particulier  de  myosine  qui  s'associe  aux  mem¬ 
branes  cellulaires  (vesicules,  membrane  plas¬ 
mique)  et  permet  leur  deplacement  sur  des  rails 
d'actine  (voir  plus  loin) ; 

-les  proteines  d'accrochage  aux  membranes, 

comme  la  taline. 

Toutes  ces  proteines  qui  controlent  l'associa- 

tion,  l'allongement,  le  glissement...,  des  microfila¬ 


ments  sont  elles-memes  sous  la  dependance 
d'autres  facteurs  tels  que  le  pH  ou  les  ions  Ca2+, 
de  sorte  que  la  coordination  des  fonctions  assurees 
par  les  structures  impliquant  I'actine  est  d'une  tres 
grande  complexite.  Nous  reparlerons  de  ces  mole¬ 
cules  lors  de  l'etude  des  fonctions  du  cytosquelette. 

2.3  Proteines  constitutives  des  filaments 
intermediaires 


Les  reseaux  de  filaments  intermediaires,  speci- 
fiques  des  cellules  animales,  presentent  de  grandes 
differences,  au  plan  moleculaire,  avec  ceux  consti¬ 
tutes  par  les  microtubules  et  les  microfilaments  : 

-  ils  sont  formes  de  monomeres  qui  sont  des  mole¬ 
cules  fibreuses  et  non  globulaires  ; 

-  les  molecules  elementaires  sont  specifiques  de 
types  cellulaires  particuliers ; 

-  les  structures  d'ordre  superieur,  c'est-a-dire  les 
filaments  eux-memes,  sont  chimiquement  et 
structuralement  tres  stables  et  ne  presentent  pas 
les  aspects  dynamiques  decrits  pour  les  deux 
autres  reseaux.  Leur  autoassemblage  ne  necessite 
aucun  apport  d'energie  chimique. 
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2.3.1.  Diversite  des  proteines  constitutives 

ET  SPECIFICITE  TISSULAIRE 

On  distingue  six  grands  groupes  de  monomeres 
presentant  une  plus  ou  moins  grande  specificite 
tissulaire  : 

-  les  keratines  (40  a  70  kDa),  parmi  lesquelles  on 
distingue  les  «  acides  »  et  les  «  neutres-basiques  »  ; 
elles  sont  specifiques  des  cellules  epitheliales  et 
des  derives  epidermiques  (phaneres)  chez  les 
Vertebres ; 

-  la  vimentine  (55  kDa),  specifique  des  cellules 
d'origine  mesenchymateuse  :  fibroblastes,  adipo¬ 
cytes,  cellules  endotheliales ; 

-  la  desmine  (53  kDa),  specifique  des  cellules  mus- 
culaires  lisses,  cardiaques  ou  striees  ; 

-  les  proteines  des  neurofilaments,  au  nombre  de 
3  (70, 150  et  210  kDa),  specifiques  des  neurones  ; 

-  la  proteine  dite  fibrillaire  gliale  acide  (48  kDa), 
specifique  de  certaines  cellules  gliales  du  sys- 
teme  nerveux ; 

-les  lamines  nucleaires,  au  nombre  de  3  (65- 
70  kDa),  que  l'on  trouve  dans  la  lamina  du  noyau 
de  toutes  les  cellules  animales. 

L'organisation  moleculaire  de  ces  differents 
monomeres  est  commune  a  toutes  les  families 
citees  :  ce  sont  des  proteines  fibreuses,  lineaires, 
possedant  une  zone  centrale  de  40  a  50  nm  de  long 
organisee  en  helice  a  rigide.  Les  domaines  N  et  C 
terminaux  sont  de  taille  variable  suivant  le  type  et 
ils  sont  organises  de  fagon  plus  ou  moins  globu- 
laire.  Certains  types  cellulaires  peuvent  exprimer 
en  meme  temps  deux  families  de  proteines  de  fila¬ 
ments  intermediaires  :  keratine  et  vimentine  (cas 
de  quelques  cellules  epitheliales  en  culture  ;  voir 
plus  loin),  ou  bien  desmine  et  vimentine. 

2.3.2.  Autoassemblage  des  filaments 

INTERMEDIAIRES 

Les  monomeres  s'assemblent  en  dimeres  heli- 
coidaux  paralleles  (extremites  N  et  C  du  meme 
cote),  puis  en  tetrameres  antiparalleles  de  70  nm 
de  long,  en  se  disposant  parallelement  les  uns  aux 
autres,  de  fagon  legerement  decalee.  Ces  tetra¬ 
meres  se  mettent  ensuite  bout  a  bout  pour  former 
un  protofilament  ;  enfin,  huit  protofilaments  dis¬ 
poses  eux-memes  de  maniere  parallele,  forment 
un  filament  intermediaire  dont  le  diametre  varie 
suivant  la  nature  du  monomere  fibreux  de  base. 
Cette  disposition  a  base  de  tetrameres  antiparal¬ 
leles  fait  qu'un  protofilament  n'est  pas  polarise, 


contrairement  aux  structures  construites  a  base  de 
tubuline  ou  d'actine  (voir  figure  11.10).  Le  rappro¬ 
chement  des  monomeres  et  la  stabilisation  de  cet 
edifice  supramoleculaire,  qui  ressemble  a  un  cor¬ 
dage  serre,  ne  mettent  jeu  que  des  liaisons  non 
covalentes,  faibles  mais  tres  nombreuses.  Les  kera¬ 
tines  forment  des  protofilaments  qui  utilisent  tou- 
jours  deux  sortes  differentes  de  molecules  de  base 
(acides  et  neutres-basiques)  :  on  parle  d'hete- 
ropolymeres  ;  par  contre,  les  autres  proteines  des 
filaments  intermediaires  peuvent  former  des  homo- 
polymeres,  en  utilisant  un  seul  type  de  monomere. 
Lorsqu'une  cellule  exprime  a  la  fois  des  keratines 
et  des  proteines  de  type  vimentine  ou  desmine,  les 
deux  reseaux  de  filaments  obtenus  sont  bien  dis- 
tincts,  tout  en  ayant  une  repartition  voisine. 


Figure  11.10 

Organisation  moleculaire  des  filaments  intermedaires 

Les  monomeres  sont  des  molecules  fibreuses  portant  des 
extremites  N  et  C  globulaires  ;  ils  s'associent  pour  for¬ 
mer  des  dimeres,  en  respectant  la  meme  polarite.  Dans 
les  tetrameres,  les  dimeres  sont  legerement  decales  et 
leurs  polarites  sont  opposees.  Les  tetrameres  s'alignent 
parallelement  les  uns  aux  autres,  pour  former  des  fibres 
de  10  nm  de  diametre  environ,  contenant  8  cables  ele- 
mentaires  de  tetrameres. 


2.3.3.  Stabilite  des  filaments  intermediaires 

Dans  certains  types  de  cellules  en  culture  inter- 
phasiques,  on  montre  que  le  trace  des  filaments 
intermediaires  de  vimentine  ou  de  keratine  est 
pratiquement  superposable  a  celui  des  microtu- 
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bules,  ce  qui  suggere  un  lien  entre  les  deux  et  une 
mise  en  place  coordonnee.  Cependant,  les  traite- 
ments  ou  drogues  qui  depolymerisent  totalement 
le  cytosquelette  microtubulaire  labile  n'affectent 
que  peu  les  premiers,  bien  qu'ils  subissent  une  cer- 
taine  reorganisation.  De  meme,  pendant  la  mitose, 
alors  que  tous  les  microtubules  cellulaires  se  sont 
reorganises  et  sont  momentanement  impliques 
dans  la  construction  des  asters  et  du  fuseau,  les 
filaments  intermediaires  persistent  en  formant  une 
cage  autour  de  celui-ci.  On  ne  connait  pas  de 
drogue  ou  d'agent  physique  susceptible  de  depo- 
lymeriser  in  vivo  ou  in  vitro  les  filaments  interme¬ 
diaires.  Nous  verrons  plus  loin  que  ces  derniers 
peuvent  contribuer  a  former  des  edifices  de  grande 
dimension,  d'une  resistance  mecanique  elevee  et 
d'une  stability  chimique  a  toute  epreuve,  en  parti¬ 
cular  ceux  formes  de  keratines  chez  les  Vertebres. 
Dans  ce  cas,  les  liaisons  faibles  qui  organisent 
essentiellement  ces  edifices  sont  renforcees  par  des 
liaisons  covalentes  entre  monomeres. 


3.  FONCTIONS 
DU  CYTOSQUELETTE 
ET  DES  STRUCTURES  ASSOCIEES 


3.1  Structures  stables  et  instables. 
Notion  de  centre  organisateur 


Les  reseaux  du  cytosquelette  des  cellules  ani- 
males,  ainsi  que  les  structures  specialisees  consti¬ 
tutes  des  memes  elements,  remplissent  un  grand 
nombre  de  fonctions  qui  se  resument  en  trois  cate¬ 
gories  :  1)  l'architecture  interne  et  la  forme  cellu- 
laire,  2)  la  dynamique  interne,  et  3)  les  mouvements 
cellulaires.  Ces  fonctions  apparemment  contradic- 
toires  peuvent  cependant  etre  assurees  par  des  ele¬ 
ments  d'un  meme  reseau  ;  on  rencontre,  par 
exemple,  des  microtubules  et  des  microfilaments  a 
la  fois  dans  des  edifices  stables  ou  d'autres  qui 
sont  tres  dynamiques.  Cette  dualite  est  liee  a  la 
presence  de  proteines  associees  qui  modulent 
l'activite  des  elements  structuraux  de  base.  En 
revanche,  les  fonctions  des  reseaux  de  filaments 
intermediaires  sont  toujours  de  type  architectural. 

In  vivo,  la  polymerisation  des  microtubules  met 
en  jeu  des  heterodimeres  a(3  presents  dans  le  hya- 
loplasme,  mais  elle  ne  se  fait  pas  de  maniere  bidi- 


rectionnelle,  contrairement  a  ce  qui  se  passe  in 
vitro.  Elle  a  lieu  dans  des  regions  bien  specifiques 
qui  servent  d'amorces  et  initient  un  processus  de 
polymerisation  orientee  :  on  parle  alors  de  centres 
organisateurs  ;  il  s'agit  essentiellement  des  centro- 
somes  et  des  corpuscules  basaux  des  cils,  dont  les 
mecanismes  d'initiation  sont  tres  differents.  Une 
tubuline  particuliere,  peu  abondante,  a  ete  mise  en 
evidence  au  sein  de  ces  structures  :  la  tubuline  y. 
Son  role  dans  la  nucleation  des  microtubules  a  ete 
demontre  aussi  bien  in  vitro  que  in  vivo,  sous  la 
forme  de  complexes  en  anneau  (rassemblant  10  a 
15  molecules)  qui  se  lient  aux  dimeres  a[i  Au  sein 
des  cellules,  il  semble  done  que  les  microtubules 
aient  toujours  une  extremite  (-)  bloquee.  De 
meme,  nous  verrons  que  certains  points  de  la 
membrane  plasmique  (points  de  contact  focaux), 
fonctionnent  sans  doute  comme  des  centres  orga¬ 
nisateurs  pour  les  microfilaments,  au  niveau  de 
leur  extremite  (+),  dans  les  cellules  en  mouvement. 

3.2  Utilisation  des  anticorps  monodonaux 
pour  I'etude  du  cytosquelette 


Une  approche  tres  efficace  de  l'organisation  et 
des  rapports  structure/fonction  au  sein  du  cytos¬ 
quelette  consiste  a  construire  une  collection  d'anti- 
corps  specifiques  diriges  contre  tous  les 
polypeptides  caracteristiques  des  structures  etu- 
diees  ;  il  s'agit  de  la  technique  dite  des  anticorps 
monodonaux  (voir  encart  suivant).  Celle-ci  consti- 
tue  un  developpement  de  la  methode  classique 
d'obtention  des  anticorps  polyclonaux,  dont  nous 
rappelons  les  principales  lignes.  Lorsqu'un  anti¬ 
gene  donne  (proteine,  polysaccharide...)  est  injecte 
de  fagon  repetee  chez  une  souris,  un  lapin  ou  une 
chevre,  des  anticorps  sont  obtenus  contre  celui-ci ; 
ils  constituent  un  melange  heterogene  de  mole¬ 
cules  (anticorps  polyclonal),  car  plusieurs  sortes 
de  lymphocytes  B,  produisant  chacun  un  seul  type 
d'anticorps,  ont  ete  stimulees  chez  l'animal  par 
des  epitopes  differents  du  meme  antigene  et  ont 
ete  a  l'origine  d'un  clone.  Un  anticorps  monoclo¬ 
nal  est  defini  comme  la  population  homogene  de 
molecules  secretees  par  un  clone  de  lymphocytes  B 
donne.  Ces  lymphocytes  normaux  ne  poussent  pas 
indefiniment  en  culture  et,  de  toute  maniere,  il  est 
impossible  de  les  separer  les  uns  des  autres  a  partir 
du  sang  preleve  chez  l'animal  pour  obtenir  even- 
tuellement  un  anticorps  pur. 

De  fagon  generate,  les  anticorps  servent  de 
sonde  pour  localiser  un  antigene  donne  dans  des 
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Encart  technique 

L'obtention  des  anticorps  monoclonaux ; 
les  hybridomes 

La  technique  des  hybridomes,  mise  au  point  en 
1976,  permet  de  constituer  des  clones  a  crois- 
sance  illimitee  in  vitro  (lignees)  de  cellules  pro- 
ductrices  d'un  seul  type  d'anticorps.  Le 
principe  est  base  sur  la  possibility  de  faire 
fusionner  des  cellules  animales  en  culture  et  de 
selectionner  des  phenotypes  particuliers  grace  a 
des  milieux  de  culture  appropries.  Plusieurs 
lignees  de  cellules  de  myelome  (cellules  lym- 
phocytaires  immortelles,  issues  de  tumeurs  can- 
cereuses)  de  rat  ou  de  souris  ont  ete  isolees, 
cultivables  in  vitro,  mais  dont  la  croissance  est 
inhibee  sur  un  milieu  de  culture  selectif  dit 
«HAT».  On  injecte  l'antigene  (ou  un  melange 
d'antigenes)  pour  lequel  on  veut  obtenir  des 
anticorps  monoclonaux  a  une  souris  ;  celle-ci 
s'immunise  et  produit  normalement  dans  sa 
rate  differents  types  de  lymphocytes  B  recon- 
naissant  cet  (ou  ces)  antigene(s).  La  rate  de 
l'animal  sacrifie  est  prelevee,  dilaceree  et  mise 
en  contact  avec  les  cellules  de  myelome  dans 
des  conditions  ou  la  fusion  cellulaire  peut  avoir 
lieu  ;  les  lymphocytes  B  stimules  et  ces  der- 
nieres  forment  ainsi  des  cellules  hybrides 
(hybridomes),  qui  sont  selectionnes  sur  le 
milieu  HAT.  Dans  ces  conditions,  en  effet, 
toutes  les  cellules  vont  mourir,  a  l'exception  des 
lymphocytes  fusionnes  avec  le  myelome.  Les 
hybridomes  ont  la  capacity  de  se  multiplier 
indefiniment  et  de  secreter  un  seul  type  d'anti¬ 
corps  particulier.  La  population  melangee  de 
clones  immortels  ainsi  obtenue  est  diluee  de 
sorte  que  chacun  d'eux  puisse  etre  analyse  indi- 
viduellement.  Les  hybridomes  interessants  sont 
selectionnes  (souvent  grace  a  la  technique 
d'immunocytochimie)  et  ensuite  cultives  a 
grande  echelle.  Cette  technique  a  revolutionne 
l'emploi  des  anticorps  comme  outils  en  biologie 
cellulaire  et  moleculaire. 


extraits  ou  des  fractions  cellulaires  purifiees,  ou 
bien  sur  des  coupes  de  cellules  ou  d'organes 
(immunocytochimie).  Ils  peuvent  aussi  servir  a 
purifier  cet  antigene  en  utilisant  la  technique  de 
chromatographie  d'affinite  apres  couplage  de 
1' anticorps,  dont  on  peut  disposer  en  grande  quan¬ 
tity,  a  un  support  approprie.  Les  anticorps  mono¬ 
clonaux  sont  aussi  des  reactifs  exceptionnels  pour 


la  biochimie  ou  la  biologie  moleculaire,  en  raison 
de  leur  specificity  de  reconnaissance  ties  pointue 
d'un  seul  epitope  de  l'antigene.  Un  interet  majeur 
de  ces  anticorps  est  qu'ils  peuvent  etre  obtenus  a 
partir  de  melanges  d'antigenes  dans  lesquels  une 
molecule  interessante  a  etudier  se  trouve  parfois 
ties  minoritaire  ;  la  production  abondante  d'anti¬ 
corps  contre  cette  derniere  par  la  voie  naturelle 
s'avererait,  dans  ce  cas,  inoperante.  Associee  a  la 
technique  du  clonage  des  genes,  la  production  des 
anticorps  monoclonaux  permet,  en  theorie,  d'iden- 
tifier  les  dizaines  de  milliers  de  proteines  (et  les 
genes  correspondants)  qui  constituent  les  cellules 
des  organismes  complexes. 

C'est  au  moyen  de  cette  technique  que  l'organi- 
sation  du  cytosquelette  des  Protistes  Cities,  qui  est 
d'une  grande  complexity,  a  pu  etre  precisee.  Chez 
ces  micro-organismes,  l'immunofluorescence  per¬ 
met  de  distinguer,  outre  les  cils  qui  sont  leur  carac- 
teristique  morphologique  majeure,  plus  d'une 
dizaine  de  systemes  constitues  de  microtubules, 
dont  certains  sont  stables  et  d'autres  labiles.  Chez 
la  paramecie,  on  decrit  par  exemple  :  les  racines 
ciliaires,  les  reseaux  associes  a  la  bouche  et  ceux 
entourant  les  canaux  des  vacuoles  pulsatiles,  un 
reseau  hyaloplasmique  labile,  le  cytofuseau  cortical 
intervenant  lors  de  la  division,  etc.  (voir 
figure  11.11).  C'est  grace  a  cette  architecture  com- 
plexe  que  la  paramecie  peut  assurer  la  multiplicity 
des  fonctions  physiologiques  qui  ont  ete  presentees 
dans  le  chapitre  2,  et  qui  font  d'elle  un  veritable 
organisme  en  miniature.  Des  differences  chimiques 
ties  subfiles  entre  les  molecules  de  tubuline  com- 
posant  ces  diverses  structures  ont  ete  mises  en  evi¬ 
dence  grace  aux  anticorps  monoclonaux. 

3.3.  Roles  du  cytosquelette 
dans  ('architecture  cellulaire 


3.3.1.  Structures  stables  A  base  de  tubuline 

Les  edifices  stables  a  base  de  microtubules  sont 
toujours  d'une  grande  complexity  structurale. 
Outre  la  tubuline,  on  y  rencontre  un  nombre  eleve 
de  proteines  faisant  partie  de  la  famille  des  MAPs, 
dont  le  role  est  d'etablir  et/ou  renforcer  les  liens 
existant  entre  les  microtubules. 

•  Les  centrioles  sont  des  structures  cylindriques 
d'environ  0,5  pm  de  long  sur  0,2  pm  de  diametie, 
invisibles  individuellement  en  microscopie  photo- 
nique.  Ils  sont  constitues  de  neuf  triplets  paralleles 
de  courts  microtubules,  formes  chacun  de  trois 
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Figure  11.11 

Aspect  de  quelques  structures  cytosquelettiques 
constitutes  de  microtubules  chez  la  paramecie 
Observation  par  immunofluorescence  indirecte  en 
microscopie  confocale.  (a)  ciliature  ;  (b)  reseaux  entou- 
rant  les  canaux  vacuolaires  et  la  bouche  ;  (c)  corpuscules 
basaux  ;  (d)  cytofuseau.  Cliches  A.  Fleury,  Labo.  BC4, 
Orsay. 


microtubules  accoles  parallelement  les  uns  aux 
autres  et  partageant  deux  a  deux  trois  protofila¬ 
ments  ;  seul  le  microtubule  le  plus  interne  est  entier 
(voir  figure  11.12).  Les  centrioles  vont  toujours  par 
paires  et  sont  le  plus  souvent  situes  a  proximite  l'un 
de  1' autre  (on  parle  de  diplosome),  generalement 
au  voisinage  du  noyau  ;  disposes  perpendiculaire- 
ment  l'un  a  l'autre,  ils  sont  reunis,  a  leur  base,  par 
du  materiel  fibrillaire  encore  mal  connu.  Ils  consti¬ 
tuent  le  coeur  d'une  structure  appelee  centrosome, 
ou  centre  cellulaire,  observee  depuis  les  debuts  de 
la  cytologie  classique,  car  facilement  colorable  par 
les  colorants  habituels  (voir  figure  2.7). 

Le  centrosome  est  une  petite  masse  spherique 
de  hyaloplasme  fortement  structure  (materiau  peri- 
centriolaire)  incluant,  selon  le  moment  du  cycle 
cellulaire,  un  ou  deux  diplosomes.  La  microscopie 
electronique  montre  qu'un  grand  nombre  de 


Figure  11.12 

Coupes  transversale  et  longitudinale  de  centrioles 
Les  triplets  ne  sont  pas  paralleles  a  l'axe  du  cylindre, 
mais  legerement  inclines,  ce  qui  donne  une  structure 
legerement  gauchie.  Des  coupes  transversales  montrent 
que  des  ponts  tangentiels  unissent  les  triplets  les  uns  aux 
autres,  formant  ainsi  un  edifice  rigide.  Observation  en 
microscopie  electronique  ;  cellules  d'oviducte  de  caille  ; 
x  67  500.  Cliches  M.  Lemullois,  Labo.  BC4,  Orsay. 


microtubules  rayonnants  sont  enracines  dans  le 
centrosome,  bien  qu'ils  n'aient  aucun  contact 
direct  avec  ceux  des  centrioles.  La  duplication  de 
ces  derniers,  evenement  capital  de  la  division  cel¬ 
lulaire,  sera  etudiee  dans  le  chapitre  12.  Cette 
structure  est  presente  chez  toutes  les  cellules  ani- 
males,  chez  de  nombreuses  Algues  unicellulaires, 
chez  certains  Champignons  et  les  Vegetaux  infe- 
rieurs,  mais  absente  chez  les  Vegetaux  superieurs. 

•  Les  corpuscules  basaux  (ou  cinetosomes) 
sont  des  structures  rencontrees  a  la  base  des  cils  et 
des  flagelles  (voir  plus  loin),  dont  la  taille  et  l'orga- 
nisation  sont  tres  voisines  de  celles  des  centrioles. 
Cependant,  outre  les  triplets  peripheriques  de 
microtubules,  ils  possedent  des  lames  rayonnantes 
partant  de  chaque  triplet  et  se  dirigeant  vers  le 
centre  du  cinetosome  ;  l'axe  de  ce  dernier  est  mar¬ 
que  par  une  structure  tubulaire  non  constitute 
d'un  microtubule. 
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•  Les  cils  et  les  flagelles  sont  de  fines  structures 
digitiformes  (0,25  pm  de  diametre),  souples  et 
mobiles,  portees  par  la  surface  des  cellules  ;  leur 
longueur  est  de  5-10  pm  pour  les  premiers,  et  de 
plusieurs  dizaines  de  pm  (jusqu'a  200)  pour  les 
seconds.  Leur  organisation  moleculaire  est  appa- 
remment  identique,  mais  leur  mode  de  fonctionne- 
ment  et  leur  type  de  mouvement  sont  differents. 
Limites  par  la  membrane  plasmique,  ils  portent  en 
leur  centre  un  systeme  complexe  de  microtubules 
noye  dans  le  hyaloplame,  appele  axoneme  ciliaire 
(voir  figure  11.13).  Cette  disposition  est  tres  gene- 
rale  chez  les  Eucaryotes,  mais  on  rencontre 
quelques  exceptions.  II  existe  divers  dispositifs 
accrochant  les  doublets  les  uns  aux  autres  ainsi 
qu'aux  microtubules  centraux,  ce  qui  conduit  a 
une  grande  cohesion  et  une  grande  solidite  de 
l'ensemble,  mais  qui  participe  aussi  a  sa  mise  en 
mouvement,  comme  on  le  verra  plus  loin  : 

-  deux  bras  courbes  partent  du  microtubule  com- 
plet  d'un  doublet  et  entrent  plus  ou  moins  en 


contact  avec  le  microtubule  incomplet  le  plus 
proche  du  doublet  voisin  ;  ces  bras,  constitues 
d'une  grosse  proteine  nommee  dyneine 
(2. 10 3  kDa  ;  environ  10  chaines  polypeptidiques), 
sont  disposes  regulierement  (tous  les  24  nm)  sur 
toute  la  longueur  des  microtubules,  le  long  de 
l'axoneme ; 

-  des  ponts  tangentiels  internes  unissent  deux 
doublets  voisins  ;  ils  sont  constitues  d'une  pro¬ 
teine  nommee  nexine ; 

-  des  fibres  rayonnantes,  elles  aussi  disposees  lon- 
gitudinalement  de  fagon  reguliere,  partent  de 
chaque  doublet  et  se  dirigent  vers  le  centre  de 
l'axoneme. 

Les  cils  et  les  flagelles  sont  toujours  portes,  dans 
le  hyaloplasme,  par  des  corpuscules  basaux  avec 
lesquels  ils  sont  en  continuite  directe  au  niveau  des 
deux  microtubules  les  plus  internes  de  leurs  tri¬ 
plets  caracteristiques.  Entre  la  base  du  cil  et  le 
sommet  du  cinetosome  existe  une  zone  de  transi¬ 
tion  complexe  representee  dans  la  figure  11.13. 
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Figure  11.13 

Coupes  transversales  et  longitudinale  de  cil  ou  de  flagelle  eucaryotique 

L'axoneme  est  constitue  de  9  doublets  de  longs  microtubules  proches  de  la  membrane  plasmique,  disposes  en  anneau, 
paralleles  a  l'axe  et  partiellement  soudes  par  3  protofilaments  (le  microtubule  le  plus  interne  est  complet).  Un  doublet 
axial  forme  de  deux  microtubules  paralleles,  separes  l'un  de  l'autre,  court  egalement  tout  du  long  du  cil ;  ils  semblent 
noyes  dans  un  manchon  de  materiel  dense.  Le  corpuscule  basal,  qui  ancre  l'axoneme  dans  le  cytoplasme,  a  la  meme 
structure  qu'un  centriole.  x  67  500.  Cliches  M.  Lemullois,  Labo.  BC4,  et  Labo-BG,  Orsay. 
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Dans  des  conditions  naturelles  ou  artificielles  de 
regeneration  des  oils  ou  des  flagelles,  le  corpuscule 
basal  seul  est  capable  de  reproduire  ces  structures. 
Les  experiences  d'autoradiographie  prouvent  que 
la  croissance  de  l'axoneme  s'effectue  par  la  partie 
distale  (+)  des  doublets  :  la  tubuline  provenant  du 
corps  cellulaire  remonte  le  long  du  cil  ou  du  fla- 
gelle  en  croissance  pour  participer  a  la  polymerisa¬ 
tion. 

Les  cils  et  les  flagelles  sont  aisement  separes  des 
corps  cellulaires  qui  les  portent  par  des  traitements 
chimiques  ou  mecaniques.  Une  simple  centrifuga¬ 
tion,  suivie  d'un  traitement  par  un  detergent  doux 
approprie  qui  elimine  la  membrane  plasmique, 
permet  de  purifier  de  grandes  quantites  d'axo- 
nemes  et  d'identifier  par  electrophorese  leurs  pro- 
teines  specifiques.  Divers  protocoles  conduisent  a 
eliminer  tel  ou  tel  constituant  specifique  de  l'axo¬ 
neme,  comme  l'attestent  les  controles  en  microsco- 
pie  electronique  ;  ceci  autorise  une  veritable 
dissection  moleculaire  de  cette  structure. 

A  la  difference  des  edifices  qui  viennent  d'etre 
etudies,  on  connait  certaines  structures  a  role 
architectural  qui  presentent  un  caractere  de  labilite 
vis-a-vis  des  agents  physicochimiques  signales  au 
debut  du  chapitre.  C'est  le  cas,  par  exemple,  du 
cytosquelette  tres  particulier  des  hematies 
nucleees  et  ovoides  des  Vertebres  non  mamma- 
liens  ;  celui-ci  est  forme  d'un  faisceau  circulaire  de 
quelques  dizaines  de  microtubules  entourant  la 
cellule  a  la  maniere  d'un  cerceau.  Cette  structure 
est  nucleee  par  un  centrosome  lui-meme  periphe- 
rique.  Un  simple  abaissement  de  la  temperature 
vers  0°C  suffit  a  depolymeriser  ces  microtubules, 
sans  affecter  les  centrioles  ;  le  phenomene  est  tota- 
lement  reversible.  C'est  aussi  le  cas  des  axonemes 
des  tentacules  des  Heliozoaires  dont  les  microtu¬ 
bules  se  depolymerisent  completement  dans  les 
memes  conditions.  Enfin,  les  faisceaux  de  microtu¬ 
bules  axiaux  des  prolongements  des  cellules  ner- 
veuses,  parfois  appeles  neurotubules,  qui 
constituent  (en  association  avec  des  filaments 
intermediaires)  une  armature  stable  conferant  leur 
forme  et  leurs  proprietes  a  ces  structures  cellu¬ 
laires  remarquables,  sont  aussi  de  type  labile. 

3.3.2.  Structures  stables  A  base  d'actine 

Bien  que  la  molecule  d'actine  soit  classiquement 
associee  au  mouvement  cellulaire,  a  travers  le 
couple  actine/myosine  caracteristique  des  sarco¬ 


meres  des  fibres  musculaires  striees  (voir  para- 
graphe  3.4.4.),  elle  participe  a  la  constitution  de 
nombreux  edifices  stables  rencontres  dans  diverses 
cellules  differenciees. 

Divers  types  de  cellules  epitheliales  animales 
sont  connues  pour  posseder,  sur  leur  face  apicale, 
des  structures  appelees  bordures  en  brosse  ou 
plateaux  stries,  bien  visibles  en  microscopie  pho- 
tonique  ;  c'est  le  cas,  par  exemple,  des  enterocytes 
ou  des  cellules  renales  des  Vertebres.  En  microsco¬ 
pie  electronique,  ces  structures  apparaissent  en  fait 
constitutes  de  fines  digitations  de  1  a  2  pm  de 
haut,  serrtes  les  unes  contre  les  autres,  et  appelees 
microvillosites  ;  leur  cceur  porte  un  faisceau  de  25 
a  30  fibres  paralleles,  bien  visibles  en  coupe  trans- 
versale,  qui  plonge  assez  profondement  au  sein  du 
hyaloplasme  (voir  figures  6.1  et  11.14).  Ces  fibres 
sont  en  fait  constitutes  de  moltcules  d'actine,  qui 
sont  ancrtes  au  sommet  de  la  microvillositt  au 
sein  d'une  masse  amorphe.  On  observe  aussi  que 
celles-ci  sont  ponttes  lattralement  les  unes  aux 
autres  par  du  mattriel  opaque  aux  tlectrons,  de 
meme  que  les  plus  externes  sont  accrochtes  par 
endroits  a  la  membrane  plasmique.  Certaines  cel¬ 
lules  de  l'oreille  interne  des  Verttbrts,  qui  sont 
sptcialistes  dans  la  perception  des  sons,  portent 
tgalement  de  longs  prolongements  appelts  stereo- 
cils,  dont  l'architecture  est  tout  a  fait  comparable  a 
celle  des  microvillositts  intestinales  ;  leur  taille  est 
simplement  beaucoup  plus  grande  :  5-6  pm. 

Toutes  les  cellules  tpithtliales  des  animaux  sont 
rapprochtes  et  accrochtes  les  unes  aux  autres,  au 
niveau  de  leurs  faces  lattrales,  par  divers  disposi- 
tifs  reconnaissables  en  cytologie  tlectronique  :  ce 
sont  les  jonctions  intercellulaires,  qui  seront  ttu- 
dites  en  dttail  dans  le  chapitre  13.  Parmi  celles-ci, 
les  ceintures  d'adherence,  qui  font  le  tour  des  cel¬ 
lules  dans  leur  partie  apicale,  sont  formtes  de 
longs  filaments  disposts  parallelement  a  la  mem¬ 
brane  plasmique  ;  ce  large  faisceau  continu  est,  ici 
aussi,  constitute  de  moltcules  d'actine.  Les  cel¬ 
lules  animales  en  culture  qui  croissent  sur  un  sub- 
strat  solide  tendent  a  s'aplatir  sur  ce  dernier  et  a 
s'ancrer  solidement  dessus.  Nous  avons  vu  plus 
haut  qu'elles  sont  en  fait  traverstes  par  des 
cables  corticaux  stables  formts  d'actine,  et  locali- 
sts  sur  la  face  inftrieure  plane  de  la  cellule  (voir 
paragraphe  1.2.2.)  ;  leur  disposition  et  leurs  rap¬ 
ports  avec  les  points  de  contact  focaux  sont  visi- 
blement  en  relation  ttroite  avec  l'architecture  et  la 
morphologie  de  ces  cellules. 
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Figure  11.14 

Schema  d'une  coupe  longitudinale 
d'une  microvillosite  intestinale 

Un  faisceau  central  de  25-30  microfilaments  d'actine 
forme  l'axe  de  la  structure  ;  il  est  consolide  et  associe  a  la 
membrane  plasmique  par  de  nombreuses  proteines  de 
liaison  (voir  aussi  la  figure  6.1).  Le  faisceau  de  microfila¬ 
ments  s'enfonce  profondement  dans  le  hyaloplasme,  ou 
il  entre  en  contact  avec  les  elements  du  cytosquelette 
(reseaux  d'actine  et  de  filaments  intermediaires). 


3.3.3.  Importance  architecturale  des  filaments 

INTERMEDIAIRES 


Les  filaments  intermediaires  sont  surtout  abon- 
dants  dans  les  cellules  animales  differenciees  et  ne 
se  divisant  plus  ;  ils  sont  absents  des  cellules 
embryonnaires  ou  des  cellules  en  culture  en  proli¬ 
feration  rapide.  Quelques  rares  types  cellulaires 
n'en  possedent  d'ailleurs  pas  (erythrocytes  des 
Mammiferes  ;  certaines  cellules  gliales  du  systeme 
nerveux  central).  Dans  les  cellules  ou  on  les  trouve, 


ils  constituent  des  edifices  toujours  en  rapport 
avec  une  grande  solidite  mecanique  (role  d'arma- 
ture  ou  d'echafaudage)  ;  leur  role  est  done  essen- 
tiellement  statique  et  structural. 

•  Dans  les  derives  ectodermiques  des  Vertebres 
(epiderme  et  phaneres),  les  cellules  accumulent  de 
grandes  quantites  de  fibres  de  keratine  qui  s'asso- 
cient  progressivement  entre  elles  par  des  liaisons 
covalentes  ;  ces  cellules  se  deshydratent,  s'aplatis- 
sent  et  meurent  tandis  que  leur  squelette  keratinise 
persiste.  Repoussees  vers  la  partie  superficielle  de 
la  peau  par  des  cellules  plus  jeunes  issues  de  cel- 
lules-souches,  elles  seront  eliminees  par  desqua¬ 
mation  ;  l'empilement  de  plusieurs  dizaines  de  ces 
cellules  mortes  constitue  une  couche  protectrice 
impermeable  et  resistante,  qui  recouvre  tout  l'ani- 
mal.  Les  cheveux,  les  ongles,  les  plumes,  les  griffes, 
les  sabots,  sont  des  formations  epidermiques 
constitutes  elles  aussi  de  keratines.  On  connait 
plusieurs  dizaines  de  formes,  legerement  diffe- 
rentes,  de  ces  molecules  ;  elles  sont  codees  par  des 
genes  distincts  appartenant  a  une  meme  famille 
multigenique.  L'expression  differentielle  de  ces 
genes  dans  les  divers  tissus  d'un  meme  organisme 
conduit  a  une  large  palette  de  specialisations 
structurales  et  fonctionnelles. 

•  Au  sein  des  cellules,  les  filaments  interme¬ 
diaires  sont  toujours  en  rapport  avec  des  jonctions 
intercellulaires  particulieres.  Dans  les  cellules  epi- 
theliales,  par  exemple,  les  faisceaux  de  tonofila- 
ments  de  keratine  traversent  les  cellules  de  part 
en  part  ou  longent  la  membrane  plasmique,  puis 
convergent  vers  les  desmosomes  ponctuels  qui 
accrochent  les  cellules  epitheliales  les  unes  aux 
autres  ;  de  meme,  les  hemidesmosomes  ancrent 
ces  cellules  dans  la  matrice  extracellulaire  (voir 
chapitre  14).  Tout  en  organisant  a  l'evidence 
l'architecture  de  ces  cellules,  les  tonofilaments 
assurent,  via  les  desmosomes,  une  continuity  entre 
les  reseaux  des  cellules  voisines  ;  on  obtient  ainsi 
une  structure  continue  (dite  transcellulaire)  confe- 
rant  a  l'ensemble  du  feuillet  epithelial  des  proprie- 
tes  a  la  fois  elastiques  et  resistantes. 

•  Dans  les  prolongements  des  neurones,  les 
neurofilaments  contribuent,  en  formant  des  fais¬ 
ceaux  serres  appeles  neurofibrilles,  a  leur  archi¬ 
tecture  filiforme  tres  particuliere  ;  ceux-ci  peuvent 
ainsi  atteindre  des  tailles  extraordinaires  pour  des 
cellules  (plusieurs  dizaines  de  centimetres  !).  Il 
faut  evidemment  mettre  ce  fait  en  relation  avec 
leur  fonction  specialisee  de  conduction  a  distance 
d'un  signal  electrique. 
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•  Dans  les  myofibrilles,  l'alignement  des  fila¬ 
ments  fins  des  sarcomeres  et  l'accrochage  des 
disques  Z  entre  eux  sont  assures  grace  a  un  reseau 
de  desmine  (voir  plus  loin). 

•  La  structuration  du  noyau,  au  moyen  de  la 
lamina  de  l'enveloppe  nucleaire  (constitute  par  les 
lamines)  et  du  nucleosquelette,  met  en  oeuvre  des 
filaments  intermediaires  (voir  chapitre  8). 

Plusieurs  genopathies  humaines  concemant  les 
filaments  intermediaires  sont  connues,  dont  cer- 
taines  formes  sont  tres  severes. 

Encart  biomedical 

Les  maladies  genetiques  du  cytosquelette 

Le  syndrome  rare  nomine  « epidermolyse  bul- 
leuse»  est  une  maladie  cutanee  a  transmission 
autosomique  dominante.  Elle  se  manifeste  par 
des  decollements  cutanes  spontanes,  ou  bien 
lies  a  des  microtraumatismes  ou  de  simples 
chocs,  conduisant  a  des  cloques  ou  des  ampoules 
multiples.  II  a  ete  montre,  a  la  suite  de  l'obten- 
tion  d'un  modele  animal  de  cette  affection  (sou- 
ris  transgeniques)  que  les  patients  possedent 
des  genes  de  keratines  ayant  subi  une  mutation 
ponctuelle.  Ce  defaut  genetique  conduit  a  la 
production  de  molecules  de  keratine  alterees 
dans  leur  partie  centrale,  normalement  organi- 
see  en  helice  a.  L'assemblage  des  filaments 
intermediaires,  qui  sont  plus  courts  et  plus  fra- 
giles  que  les  formes  normales,  se  realise  mal. 
Toute  l'architecture  cytosquelettique  des  kerati- 
nocytes,  dont  l'empilement  forme  l'epiderme 
pluristratifie,  s'en  trouve  perturbee  et  ce  dernier 
ne  peut  plus  assurer  son  role  primordial  de  pro¬ 
tection  (mecanique,  hydrique  et  contre  les 
pathogenes)  de  l'organisme. 

Une  autre  maladie  touche  les  neurofilaments 
qui  consolident,  avec  les  microtubules,  les  pro- 
lon-gements  des  cellules  nerveuses.  II  s'agit  de 
la  « sclerose  amyotrophique  laterale»,  ou 
Maladie  de  Charcot ;  Stephen  Hauwking,  physi- 
cien  mondialement  connu  est  affecte  par  cette 
maladie  grave.  Les  symptomes  en  sont  :  une 
degenerescence  progressive  des  motoneurones, 
conduisant  a  une  paralysie  et  une  atrophie  mus- 
culaires  ;  la  maladie  est  souvent  fatale,  pour  des 
raisons  respiratoires.  Au  plan  cellulaire,  les  neu¬ 
rones  apparaissent  «  engorges  »  de  neurofi- 
brilles,  sous  la  forme  d'amas  serres  et  non 
organises.  La  plupart  des  cas  d'amyotrophie 
sont  d'origine  sporadique,  mais  10  %  sont  clai- 


rement  hereditaires.  On  ne  sait  pas  encore  si 
cette  maladie  est  due  a  des  mutations  dans  les 
genes  codant  les  polypeptides  des  neurofila¬ 
ments  eux-memes,  ou  dans  d'autres  genes.  Une 
intervention  des  radicaux  libres,  dont  on 
connait  la  reactivite  et  la  nocivite  vis-a-vis  des 
proteines,  a  ete  evoquee  comme  origine  pos¬ 
sible  des  symptomes. 


3.3.4.  Rapports  entre  les  differents  elements 

DU  CYTOSQUELETTE. 

Relations  entre  les  microtubules 
et  d'autres  structures  cellulaires 

L'immunofluorescence  en  double  marquage  met 
en  evidence,  chez  les  cellules  animales  ou  vege- 
tales,  l'existence  de  relations  et  d'interactions 
etroites  entre  les  divers  constituants  du  cytosque¬ 
lette.  Par  ailleurs,  l'utilisation  de  drogues  qui 
destabilisent  les  microtubules  a  permis  de  demon- 
trer  que  le  reseau  microtubulaire  sert  de  support 
ou  de  guide  a  de  nombreuses  autres  structures  ou 
organites  cellulaires. 

•  Dans  les  fibroblastes  en  culture,  les  reseaux 
de  microtubules  et  de  filaments  intermediaires 
(vimentine)  sont  souvent  superposables,  bien  que 
non  identiques,  ce  qui  est  l'indice  d'une  associa¬ 
tion  etroite,  de  nature  encore  inconnue,  entre  eux 
(voir  plus  haut).  De  meme,  dans  les  cellules  epi- 
theliales  de  rongeurs  en  culture,  on  observe  que 
les  reseaux  de  keratine  et  de  vimentine  suivent  un 
trace  exactement  semblable. 

•  Dans  les  prolongements  des  cellules  ner¬ 
veuses,  il  existe  des  rapports  etroits  (sous  forme  de 
pontages  lateraux  visibles  en  microscopie  electro- 
nique)  entre  les  microtubules  et  les  filaments  inter¬ 
mediaires  qui  sont  disposes  parallelement  a  eux. 
La  longueur  des  premiers  n'excedant  pas  quelques 
dizaines  de  pm,  les  neurofilaments  contribuent 
sans  doute  a  la  realisation  d'une  structure  axiale 
continue  et  rigide,  necessaire  au  maintien  de  la 
structure  et  du  fonctionnement  des  axones. 

•  Dans  les  cellules  embryonnaires  a  l'origine 
des  cellules  musculaires  striees,  il  existe  un  rap¬ 
port  clair  entre  la  presence  des  microtubules  et  la 
mise  en  place  orientee  des  filaments  d'actine  et  de 
myosine.  En  effet,  lorsque  de  la  colchicine  est 
appliquee  a  des  myoblastes,  lors  de  leur  fusion  qui 
donne  normalement  de  longs  myotubes  plurinu- 
clees  (au  sein  desquels  se  mettront  en  place  les 
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myofibrilles),  la  disorganisation  du  cytosquelette 
qui  s'en  suit  s'accompagne  d'une  orientation  anar- 
chique  des  sarcomeres.  Les  microtubules  alignes 
agissent  directement  comme  des  rails  le  long  des- 
quels  s'orientent  les  elements  de  structure  muscu- 
laires. 

•  Les  mitochondries  s'alignent  visiblement  le 
long  des  microtubules,  en  formant  des  chaines,  et 
elles  peuvent  meme  se  deplacer  grace  a  eux,  aussi 
bien  dans  des  cellules  banales,  comme  les  fibro- 
blastes,  que  dans  des  cellules  differenciees  telles 
que  les  neurones  (transport  axonal ;  voir  plus  loin). 

•  L'appareil  de  Golgi,  le  reticulum  endoplas- 
mique  et  diverses  vesicules  ont  une  distribution 
determinee  par  les  microtubules  ;  en  ce  sens,  ils 
possedent  done  un  role  architectural  certain.  Lors 
de  la  mitose,  par  exemple,  les  microtubules  du 
hyaloplasme  interphasique  disparaissent  au  profit 
de  la  mise  en  place  du  fuseau  de  division  (voir 
chapitre  12).  A  1' occasion  de  ces  remaniements,  on 
observe  que  les  dictyosomes  de  l'appareil  de  Golgi 
(souvent  concentre  a  proximite  du  centrosome)  se 
desintegrent  en  une  multitude  de  vesicules  qui  se 
repandent  dans  tout  le  cytoplasme.  Apres  la 
mitose,  le  cytosquelette  interphasique  se  remet  en 
place  :  les  vesicules  dispersees  convergent  et  glis- 
sent  le  long  des  microtubules  reconstitues  et  fer¬ 
ment  a  nouveau  des  empilements  caracteristiques 
de  saccules.  Des  resultats  semblables  sont  obtenus 
avec  des  drogues  qui  destabilisent  reversiblement 
le  cytosquelette  microtubulaire.  De  meme,  la  large 
repartition  des  saccules  membranaires  du  reticu¬ 
lum  endoplasmique  au  sein  du  cytoplasme  des 
cellules  en  culture  est  dictee  (mais  de  maniere 
opposee)  par  les  microtubules  rayonnant  a  partir 
du  centrosome.  Des  proteines  de  type  dyneine  ou 
kinesine  (voir  plus  loin)  sont  connues  pour  se  lier 
respectivement  a  ces  deux  compartiments  et  elles 
servent  de  moyen  d'accrochage  des  membranes 
aux  microtubules  (et  done  de  deplacement). 


3.4  Roles  du  cytosquelette 

dans  les  mouvements  intracellulaires 


Le  cytosquelette  est  implique  dans  tous  les 
mouvements  intracellulaires  ;  comme  ceux-ci  se 
manifestent  a  l'occasion  d'activites  variees,  qui  ont 
deja  eventuellement  ete  traitees  dans  d'autres  cha- 
pitres,  ou  qui  le  seront  ulterieurement,  nous  ne 
developperons  ici  que  certains  points  particuliers. 


3.4.1.  Fuseau  de  division. 

Mouvements  des  chromosomes 

L'entree  en  division  s'accompagne  de  profonds 
remaniements  du  cytosquelette  microtubulaire,  car 
un  dispositif  complexe  lui-meme  constitue  de 
microtubules  se  met  alors  en  place  :  le  fuseau 
mitotique,  qui  intervient  dans  le  partage  des  chro¬ 
mosomes  dans  les  deux  cellules-filles.  L'exemple 
des  fibroblastes,  cellules  peu  differenciees  et  proli- 
ferant  aisement,  peut  etre  decrit.  Lorsque  ces  cel¬ 
lules  en  culture  ferment  une  monocouche  sur  le 
substrat,  cessent  de  se  deplacer  et  de  se  multiplier, 
leur  cytosquelette  microtubulaire  presente  la  dis¬ 
position  caracteristique  vue  dans  la  figure  11.5  :  de 
tres  nombreux  microtubules  nuclees  par  le  centr¬ 
osome  emplissent  le  hyaloplasme  et  rayonnent 
vers  la  peripherie.  Malgre  son  immobility  appa- 
rente,  cette  structure  est  hautement  dynamique  :  a 
tout  instant  certains  microtubules  disparaissent 
tandis  que  d'autres  s'allongent  (instability  dyna¬ 
mique).  Si  ces  cellules  sont  stimulees  pour  l'entree 
en  division,  tout  ce  reseau  labile  disparait  en  peu 
de  temps  et  laisse  la  place  a  differentes  categories 
de  microtubules  specialises,  dits  asteriens,  kineto- 
choriens  et  polaires,  qui  participent  plus  ou  moins 
directement  au  mouvement  des  chromosomes  ;  ces 
evenements  seront  presentes  en  detail  dans  le  cha¬ 
pitre  12. 


3.4.2.  Deplacement  des  organites. 

Transport  intracellulaire 

L'observation  des  cellules  vivantes  montre  que 
leur  cytoplasme  n'est  pas  fige  :  les  organites  ou  les 
particules  qu'il  contient  se  deplacent  sans  cesse  et 
rapidement,  d'une  maniere  qui  semble  non  alea- 
toire.  On  suspecte  depuis  longtemps  que  ceux-ci 
sont  guides  par  des  fibres  ou  des  rails  invisibles, 
qui  organisent  un  trafic  intracellulaire  hautement 
ordonne  et  parfois  de  grande  ampleur.  II  est  main- 
tenant  demontre  que  le  cytosquelette  est  a  la  fois  le 
support  et  le  moteur  de  tous  ces  mouvements  au 
sein  du  hyaloplasme.  Deux  exemples  eclairants 
peuvent  etre  decrits  a  ce  sujet :  le  deplacement  des 
granules  pigmentaires  dans  les  chromatophores  et 
le  transport  axonal  des  cellules  nerveuses. 

•  Les  chromatophores  sont  des  cellules  pigmen¬ 
taires  caracteristiques  du  tegument  de  nombreux 
Poissons  et  Amphibiens  ;  elles  leur  permettent  de 
changer  de  couleur  en  fonction  du  milieu  et 
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d'echapper  a  leurs  predateurs  (mimetisme).  Le 
mecanisme,  a  l'echelle  cellulaire,  est  le  suivant :  ces 
cellules  aplaties  contiennent  une  multitude  de 
granules  de  pigment  minuscules  (rouges,  bruns, 
noirs),  qui  ont  la  propriete  remarquable,  soit 
d'occuper  la  totalite  du  hyaloplasme,  soit  de  se 
concentrer  autour  du  noyau  central.  Dans  le  pre¬ 
mier  cas,  la  cellule  prend  une  couleur  sombre  ; 
dans  le  second,  elle  apparait  globalement  claire, 
d'ou  les  changements  de  couleur  de  la  peau  de 
1' animal.  La  distribution  reversible  des  granules 
est  commandee  par  des  stimuli  hormonaux  ou 
nerveux.  Des  etudes  en  microscopie  electronique  a 
haute  tension  ou  en  cryodecapage  montrent  que 
les  granules  sont  etroitement  associes  a  des  micro¬ 
tubules  rayonnants,  et  qu'ils  se  deplacent,  dans  un 
sens  ou  dans  l'autre,  le  long  de  ces  derniers. 

•  Les  cellules  nerveuses  sont  caracterisees  par 
la  presence  de  longs  et  fins  prolongements,  nom- 
mes  axones,  qui  atteignent  parfois  1  m  de  long 
chez  LHomme.  Dans  ces  cellules,  la  synthese  pro- 
teique  a  seulement  lieu  au  sein  du  corps  cellulaire 
ou  sont  localises  les  ribosomes  et  le  reticulum 
endoplasmique  ;  de  meme,  la  biogenese  des  orga- 
nites  qui  dependent  des  produits  de  cette  synthese, 
comme  les  mitochondries,  est  restreinte  a  ce  terri- 
toire.  Or,  de  nombreuses  proteines,  vesicules  ou 
organites  sont  amenes  a  fonctionner  au  niveau  de 
la  terminaison  cellulaire,  dans  la  region  synap- 
tique  ;  ces  derniers  doivent  done  parcourir  toute  la 
longueur  de  l'axone  avant  d'atteindre  ce  lieu. 
Diverses  experiences  demontrent  l'existence  de  ce 
transport  axonal ;  elles  consistent :  1)  a  marquer  in 
vivo  ces  composes  par  injection  d'acides  amines 
radioactifs  dans  les  ganglions  des  racines  ner¬ 
veuses  dorsales  de  la  moelle  epiniere  (ou  sont 
localises  les  corps  cellulaires),  et  2)  a  analyser  la 
progression  de  la  radioactivite  le  long  des  nerfs 
qui  en  partent  par  comptage  direct  ou  autoradio- 
graphie  sur  des  segments  decoupes.  Ces  expe¬ 
riences  montrent  que  ce  transport  centrifuge  est 
tres  rapide  et  atteint  2-4  pm  par  seconde  pour  cer- 
taines  vesicules  golgiennes  ;  le  transport  des  mito¬ 
chondries  et  de  diverses  molecules  fibreuses 
s'effectue,  quant  a  lui,  a  une  vitesse  moyenne  dix 
fois  plus  faible.  II  existe  aussi  un  transport  centri- 
pete  qui  fait  remonter  rapidement  des  vesicules  et 
des  particules  issues  des  terminaisons  nerveuses, 
vers  le  corps  cellulaire,  ou  elles  feront  l'objet  d'une 
degradation  dans  le  compartiment  lysosomal. 

D'autres  exemples  de  transport  de  vesicules  au 
sein  des  cellules  peuvent  etre  donnes. 


•  Lors  de  la  division  cellulaire  chez  les  Vegetaux 
superieurs,  la  formation  de  la  cloison  qui  separe 
les  deux  cellules-filles  met  en  jeu  de  nombreuses 
vesicules  de  secretion  d'origine  golgienne  qui  sont 
guidees,  grace  a  des  microtubules  du  fuseau  et/ou 
des  microfilaments,  vers  le  plan  median  de  la  cel¬ 
lule  oil  elles  se  rassemblent  puis  fusionnent  au 
niveau  d'une  structure  nominee  phragmoplaste 
(voir  chapitre  12). 

•  Lors  de  l'allongement  des  cellules  apicales 
des  filaments  de  certaines  Algues  ou  Champignons, 
ou  bien  des  protonemas  de  Mousses,  dont  la  divi¬ 
sion  assure  la  croissance  en  longueur,  l'apport 
localise  de  materiel  parietal  d'origine  golgienne  est 
conditionne  par  la  presence  simultanee  de  micro¬ 
tubules  et  de  microfilaments.  Disposes  parallele- 
ment  le  long  de  l'axe  de  la  cellule,  ils  servent  de 
rails  pour  guider  les  vesicules  dont  l'exocytose  est 
ainsi  confinee  a  la  partie  terminale  de  l'apicale. 

•  Dans  les  cellules  animales  secretrices  exocrines, 
l'emission  des  vesicules  est  toujours  localisee  dans 
la  region  tournee  vers  la  lumiere  de  la  glande  (voir 
chapitre  9).  L'utilisation  de  drogues  bloquant  ce 
phenomene,  et  qui  sont  connues  pour  interferer 
avec  les  microfilaments  d'actine  (cytochalasine  ou 
phalloidine  ;  voir  plus  loin),  montre  que  l'exocy¬ 
tose  est  aussi  dependante  du  cytosquelette. 


3.4.3.  Notion  de  moteur  moleculaire 

ASSOCIE  AUX  MICROTUBULES 

Les  deplacements  de  vesicules  le  long  des 
axones  ont  ete  observes  en  temps  reel,  sur  des 
axones  geants  isoles  de  calmar,  grace  a  des  sys- 
temes  de  videoamplification  des  images  associes 
au  contraste  interferentiel.  Ces  analyses  suggerent 
que  les  particules  se  deplacent  le  long  de  rails  qui 
sont  constitues  par  les  microtubules,  dans  un  sens 
ou  dans  l'autre  selon  leur  nature.  Une  interaction 
directe  et  dynamique  entre  particules  a  transporter 
et  microtubules  doit  done  exister,  faisant  interve- 
nir  a  l'evidence  des  proteines  designees  plus  haut 
comme  des  MAPs. 

Deux  types  de  proteines  intervenant  dans  le 
mouvement  des  particules  le  long  de  l'axone  de 
calmar  ont  ete  isolees  ;  chacune  d'elles  est  speci- 
fique  du  transport  dans  un  seul  sens.  Le  fonction- 
nement  de  ces  moteurs  moleculaires  est  demontre 
directement  in  vitro,  dans  des  systemes  reconsti- 
tues  a  partir  de  proteines  purifiees  ;  la  presence 
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d'ATP,  comme  source  d'energie,  est  indispensable 
a  leur  activite.  La  kinesine  est  un  complexe  de 
quatre  chaines  polypeptidiques  (380  kDa)  dont  la 
structure  generate,  visualisable  par  coloration 
negative,  rappelle  celle  de  la  myosine  :  deux  tetes 
globulaires  portees  par  une  longue  queue  en 
double  helice  a.  Elle  se  lie  aux  microtubules  par 
ces  deux  tetes  et  aux  vesicules  a  transporter  par 
son  extremite  opposee  ;  elle  assure  le  transport 
centrifuge  dans  les  axones  en  progressant  de 
l'extremite  (-)  d'un  microtubule  vers  son  extremite 
(+).  Le  mecanisme  intime  de  la  transformation  de 
l'energie  chimique  contenue  dans  l'ATP  en  energie 
physique  ressemble  sans  doute  a  celui  mis  en  jeu 
dans  le  phenomene  classique  de  glissement  des 
tetes  de  myosine  le  long  de  l'actine  (voir  plus  loin). 
La  dyneine  cytoplasmique  est  la  proteine  qui 
assure  le  glissement  centripete  des  particules,  de 
l'extremite  (+)  vers  l'extremite  (-)  des  microtu¬ 
bules,  dans  les  axones.  C'est  un  tres  gros  complexe 
(103  kDa)  portant  lui  aussi  deux  tetes  globulaires 
se  liant  aux  microtubules  ;  sa  structure  et  son  fonc- 
tionnement  ressemblent  beaucoup  a  ceux  de  la 
dyneine  rencontree  dans  les  cils  et  les  flagelles, 
que  nous  decrirons  plus  loin  (voir  figure  11.15). 

La  decouverte  de  ces  deux  proteines  motrices 
fournit  done  une  explication  a  de  tres  vieilles 
observations  sur  le  deplacement  oriente  des  orga- 
nites  dans  les  cellules.  Malgre  cette  avancee  consi¬ 
derable,  il  reste  cependant  beaucoup  a  faire  pour 
comprendre  le  detail  des  mecanismes  moleculaires 
mis  en  oeuvre  dans  le  transport. 


3.4.4.  Contraction  des  cellules  animales.  Role 
de  l'interaction  entre  actine  et  myosine 

Chez  les  Animaux,  la  contraction  des  muscles 
est  assuree  par  les  fibres  musculaires.  Dans  le  cas 
des  Vertebres,  on  distingue  plusieurs  categories  de 
ces  cellules,  suivant  qu'elles  entrent  dans  la  consti¬ 
tution  des  muscles  squelettiques,  du  muscle 
cardiaque  ou  des  muscles  lisses  ;  ceux-ci  intervien- 
nent  respectivement,  en  simplifiant  beaucoup, 
dans  la  locomotion,  le  pompage  du  sang  et  le  peri- 
staltisme  intestinal  ou  la  contraction  des  vaisseaux. 
La  propriete  commune  a  toutes  ces  cellules  est  leur 
aptitude  a  se  contracter  individuellement,  ce  phe¬ 
nomene  etant  lie  a  un  mecanisme  proteique  tres 
complexe  dont  les  details  sont  maintenant  bien 
connus  ;  il  s'agit  en  fait  du  premier  systeme  faisant 
intervenir  un  moteur  moleculaire  historiquement 


CYTOPLASMIQUE  tetes  globulaires  de  liaison 


aux  microtubules 
(hydrolyse  de  l’ATP) 


Figure  11.15 

Moteurs  moleculaires  associes  aux  microtubules 
La  kinesine  et  la  dyneine  cytoplasmique  assurent  le 
transport  de  vesicules  dans  deux  directions  opposees  le 
long  d'un  microtubule.  Ces  molecules  sont  formees  de 
deux  tetes  globulaires,  qui  glissent  a  la  surface  de  ce  der¬ 
nier,  et  de  queues  plus  ou  moins  longues,  qui  fixent  des 
vesicules  specifiques. 


decrit.  L'elucidation  de  ce  mecanisme  a  constitute 
un  des  grands  moments  de  la  biologie  cellulaire  et 
il  represente  un  volumineux  et  classique  chapitre 
de  la  physiologie  animale  ;  nous  nous  contente- 
rons  de  rappeler  brievement  ses  principales  carac- 
teristiques. 

•  Organisation  generate  des  fibres  muscu¬ 
laires  striees.  Les  muscles  stries  squelettique  et 
cardiaque  tirent  leur  nom  du  fait  qu'ils  sont  consti- 
tues  de  cellules  apparaissant  striees  longitudinale- 
ment,  au  microscope.  Les  cellules  des  premiers 
sont  geantes  (plusieurs  centimetres  de  long)  et 
plurinucleees  ;  leur  cytoplasme  est  empli  de  nom- 
breuses  myofibrilles,  structures  allongees  dans 
l'axe  de  la  cellule,  qui  sont  formees  d'unites  repe- 
tees  appelees  sarcomeres  (voir  figure  11.16).  Dans 
le  cas  du  second,  les  cellules  sont  courtes,  uninu- 
cleees  et  solidement  accrochees  les  unes  aux  autres 
par  des  jonctions  intercellulaires  multiples  ;  les 
myofibrilles  des  cellules  adjacentes  sont  dans  le 
prolongement  les  unes  des  autres,  grace  aux 
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Figure  11.16 

Coupe  longitudinale  d'une  myofibrille 
dans  une  fibre  musculaire  striee 
Chaque  unite  repetee,  comprise  entre  deux  bandes 
sombres  fines  (stries  Z),  represente  un  sarcomere  (2,5  pm 
de  long).  Les  filaments  epais  centraux  sont  constitues  de 
faisceaux  bipolaires  de  myosine  ;  ils  sont  encadres  par 
deux  zones  plus  claires  constitutes  de  fins  filaments 
paralleles  :  les  microfilaments  d'actine.  Muscle  gastroc- 
nemien  d'Amphibien  ;  microscopie  electronique  ; 
x  40  000.  Cliche  J.  Andre,  Labo.  BC4,  Orsay. 


disques  intercalaires  qui  les  unissent.  Ces  deux 
types  cellulaires  sont  caracterises  par  la  presence 
d'un  vaste  reticulum  lisse  nomme  reticulum  sar- 
coplasmique,  dont  la  fonction  est  de  reguler  la 
concentration  du  hyaloplasme  en  ions  Ca2+  (voir 
chapitre  5).  L'abondance  en  mitochondries 
temoigne  des  besoins  tres  importants  en  energie 
que  presentent  ces  cellules  (voir  chapitre  10). 

•  Organisation  moleculaire  des  sarcomeres.  La 
structure  symetrique  de  ces  unites  est  classique  : 
deux  ensembles  de  microfilaments  paralleles 
d'actine  s'intercalent  dans  un  ensemble  de  fila¬ 
ments  plus  epais  constitues  de  myosine  (myosine 
II,  510  kDa),  avec  lesquels  ils  contractent  des  liai¬ 
sons  laterales.  Les  microfilaments  sont  renforces 
longitudinalement  par  des  molecules  de  liaison  de 
type  tropomyosine  et  recouverts  localement  de 
molecules  de  troponines,  dont  le  role  est  capital 
dans  le  mecanisme  de  la  contraction.  Les  mole¬ 
cules  de  myosine  sont  formees  de  six  sous-unites 
et  ont  une  forme  tres  caracteristique  :  une  longue 
queue  fibreuse  munie  de  deux  tetes  globulaires  ; 
elles  sont  associees  par  centaines  en  faisceaux 
bipolaires  epais  situes  au  milieu  des  sarcomeres. 
Les  microfilaments  sont  ancres  par  leur  extremite 
(+)  dans  les  stries  Z  grace  a  des  molecules  de  type 
vinculine,  et  maintenus  a  equidistance  les  uns  des 
autres  par  des  molecules  d'a  actinine.  Les  diffe- 


rentes  stries  Z  sont  reunies  entre  elles  et  alignees 
par  un  reseau  de  desmine.  L'actine  et  la  myosine 
represented  66  %  des  proteines  totales  du  sarco¬ 
mere.  De  nombreuses  autres  molecules  (>  30) 
entrent  dans  la  constitution  de  ce  dernier,  dont  les 
fonctions  ne  sont  pas  toutes  identifiees  ;  parmi 
celles-ci,  la  titine  (une  enorme  proteine  de 
3  000  kDa)  oriente  et  consolide  les  faisceaux  de 
myosine,  tandis  que  la  nebuline  s'associe  a 
l'actine  et  controle  la  longueur  des  microfilaments. 

•  Contraction  des  sarcomeres.  La  contraction 
des  fibres  musculaires  est  assuree  grace  au  rac- 
courcissement  simultane  de  tous  leurs  sarcomeres. 
Le  glissement  des  filaments  de  myosine  sur  ceux 
d'actine  est  permis  par  un  cycle  complexe  d'accro- 
chage,  de  basculement  et  de  decrochage  de  leurs 
tetes  globulaires  mobiles  sur  les  microfilaments  ; 
pour  les  details  de  ce  cycle,  qui  est  mu  par  l'hydro- 
lyse  de  l'ATP,  voir  l'ouvrage  de  Biochimie  de 
G.  Hennen.  II  faut  bien  comprendre  que  la  polarite 
et  la  disposition  symetrique  des  microfilaments, 
ainsi  que  le  caractere  bipolaire  des  faisceaux  de 
myosine,  sont  des  elements  cruciaux  de  ce  disposi- 
tif  par  rapport  a  son  fonctionnement.  Tous  les 
aspects  physiologiques  de  la  contraction  muscu¬ 
laire  :  arrivee  et  transmission  du  signal  electrique  au 
niveau  de  la  synapse  neuromusculaire,  conduction 
du  potentiel  d'action  le  long  des  tubules  trans- 
verses,  liberation  et  pompage  du  Caz+,  interactions 
avec  les  troponines,  etc.,  ne  peuvent  etre  decrits  ici. 

II  existe  enfin  des  phenomenes  localises  de 
contraction  du  cytoplasme  dans  les  cellules  les 
plus  banales.  La  microscopie  electronique  et 
l'immunocytochimie  montrent  la  presence  de 
minisarcomeres  plus  ou  moins  diffus  au  sein  de 
leur  hyaloplasme.  Ces  structures  sont  mises  en 
oeuvre  en  particulier  lors  de  la  division  cellulaire  ; 
le  role  d'un  anneau  contractile  constitue  d'actine 
et  de  myosine,  au  cours  de  la  cytodierese,  sera 
decrit  dans  le  chapitre  12.  De  meme  le  mouvement 
amiboi'de,  qui  sera  traite  plus  loin,  semble  faire 
intervenir  ce  type  d'organisation.  La  presence 
d'une  ceinture  contractile  d'actine  (ceinture 
d'adherence  ;  voir  chapitre  14)  dans  la  zone  api- 
cale  des  cellules  epitheliales  pourrait  expliquer  un 
phenomene  capital  intervenant  au  cours  du 
developpement  embryonnaire  des  Animaux,  a 
savoir  le  plissement  des  feuillets  epitheliaux. 
Enfin,  la  tension  maintenue  au  sein  des  epaisses 
fibres  toniques  trouvees  dans  les  cellules  aplaties 
sur  leur  support  serait  aussi  due  a  ces  minisarco¬ 
meres. 
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3.4.5.  Mouvements  de  cyclose 

DANS  LES  CELLULES  VEGETALES 

La  plupart  des  cellules,  chez  les  Algues  ou  les 
Vegetaux  verts,  sont  de  grande  taille  et  caracteri- 
sees  par  la  presence  d'une  vaste  vacuole  centrale 
qui  confine  le  cytoplasme  a  leur  peripherie,  sous  la 
forme  d'une  fine  pellicule  appliquee  contre  la 
paroi.  Dans  les  cellules  d'elodee  (une  petite  plante 
aquatique),  par  exemple,  il  est  aise  d'observer  un 
mouvement  de  grande  ampleur  des  chloroplastes, 
qui  sont  passivement  entraines  a  une  vitesse  attei- 
gnant  4-5  mm  par  minute.  Ce  spectaculaire  mou¬ 
vement  cytoplasmique  d'ensemble  porte  le  nom 
de  cyclose  ;  il  concerne  tous  les  organites,  visibles 
ou  non  (mitochondries,  reticulum  endoplasmique, 
vesicules  diverses)  et  se  presente  sous  la  forme 
d'un  courant  helicoidal  faisant  le  tour  de  la  cellule. 
Grace  a  ce  dernier,  le  hyaloplasme  est  brasse  de 
fa  con  constante,  ce  qui  permet  sans  doute  le  trans¬ 
port  de  proteines  et  de  metabolites  d'un  bout  a 
l'autre  de  la  cellule  ;  si  la  diffusion  seule  de  ces 
composes  etait  en  jeu,  elle  serait  inefficace,  compte 
tenu  de  la  grande  taille  de  la  cellule. 

La  cyclose  a  ete  etudiee  en  detail  chez  certaines 
Algues  (Cham,  Nitella)  dont  les  cellules  plurinu- 
cleees  atteignent  plusieurs  centimetres  de  long. 
Chez  ces  dernieres,  la  microcinematographie 
montre  que  la  pellicule  cytoplasmique  est  divisee 
en  deux  zones  concentriques  dont  les  proprietes 
mecaniques  sont  tres  differentes  :  1)  une  zone  cor- 
ticale  rigide  et  immobile  contenant  les  chloro¬ 
plastes,  non  entraines,  dans  ce  cas,  dans  le 
mouvement,  et  2)  une  zone  interne  plus  fluide,  qui 
est  seule  soumise  a  la  cyclose.  A  la  limite  entre  ces 
deux  territoires,  la  microscopie  electronique  met 
en  evidence  une  grande  richesse  en  faisceaux 
d'actine,  tous  orientes  de  la  meme  maniere,  et 
dans  la  direction  du  courant  hyaloplasmique. 

Des  experiences  ingenieuses  (utilisant  des 
microbilles  introduites  dans  ces  cellules  videes  de 
leur  cytoplasme  fluide)  suggerent  que  le  mouve¬ 
ment  est  du  a  une  interaction  entre  le  reticulum 
endoplasmique  du  hyaloplasme  fluide  et  le  tapis 
sous-jacent  stationnaire  de  microfilaments,  par 
l'intermediaire  d'un  type  particulier  de  myosine  : 
la  minimyosine  (myosine  I  ;  110  kDa).  Cette  pro- 
teine  motrice  differe  de  la  myosine  musculaire  par 
l'existence  d'une  queue  beaucoup  plus  courte, 
capable  de  se  lier  aussi  bien  a  l'actine  qu'a  des 
membranes  cellulaires.  Les  molecules  de  mini¬ 
myosine  arrimees  au  reticulum  se  deplacent  ainsi 
unidirectionnellement  sur  des  rails  d'actine  par  un 


glissement  (consommant  de  l'ATP)  semblable  a 
celui  decrit  dans  les  cellules  musculaires.  Le  depla¬ 
cement  de  l'ensemble  du  reseau  membranaire 
entraine  passivement  tous  les  autres  organites  qui 
y  sont  associes  ou  simplement  pieges  ;  nous  avons 
done  ici  un  autre  exemple  de  moteur  moleculaire. 


3.5  Roles  du  cytosquelette 
dans  la  motilite  cellulaire 


Diverses  structures  specialisees,  comme  les  cils 
et  les  flagelles,  interviennent  le  plus  souvent  dans 
la  motilite  des  cellules  individuelles  au  sein  d'un 
liquide,  mais  il  ne  faut  pas  oublier  qu'on  les  ren¬ 
contre  egalement  dans  des  cellules  immobiles 
organisees  en  tissus,  chez  les  organismes  pluricel- 
lulaires  (y  compris  les  plus  simples  :  Eponges, 
Cnidaires,  etc. ;  voir  chapitre  14).  On  peut  rappeler 
le  cas  des  cellules  epitheliales  ciliees  des  voies  res- 
piratoires  des  Vertebras  superieurs  (branches...), 
chargees  de  faire  remonter  vers  le  pharynx  un 
mucus  charge  de  poussieres  et  de  cellules  mortes 
qui  seront  eliminees  par  le  tractus  digestif,  celui 
des  cellules  ciliees  de  l'oviducte,  chargees  de  pro- 
pulser  les  ovules  vers  l'exterieur,  ou  bien  celui  des 
branchies  de  la  Moule,  qui  deplacent  l'eau  et  les 
particules  en  suspension.  Dans  tous  ces  exemples, 
les  cils  ou  les  flagelles  servent  a  faire  circuler  un 
fluide  a  la  surface  des  cellules.  Chez  les  Protistes 
Cilies,  la  fonction  de  locomotion  et  celle  de  mou¬ 
vement  des  fluides  (au  niveau  du  cytostome)  sont 
assurees  par  des  ensembles  de  cils  specialises  loca¬ 
lises  en  des  endroits  differents  de  la  surface  cellu¬ 
laire. 


3.5.1.  Approche  experimentale  du  mouvement 

FLAGELLAIRE  OU  CILIAIRE 


L'analyse  electrophoretique  revele  l'existence 
d'environ  200  chaines  polypeptidiques  distinctes 
au  sein  des  cils  ou  des  flagelles,  temoignant  de 
leur  complexity  structural.  Grace  a  la  cytologie 
classique,  completee  par  la  coloration  negative,  le 
cryodecapage  profond  et  l'immunocytochimie,  il  a 
ete  possible  de  decrire  leur  structure  fine  et  de 
localiser  plusieurs  de  leurs  proteines  constitutives. 
De  plus,  divers  systemes  reconstitutes  in  vitro, 
assurant  le  fonctionnement  de  cils  ou  de  flagelles 
isoles,  ont  permis  de  comprendre  certains  meca- 
nismes  biochimiques  fondamentaux  sous-jacents. 
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Cependant,  comme  c'est  la  regie  pour  de  nom- 
breux  problemes  de  biologie,  la  production  de 
mutants  facilite  considerablement  l'analyse  ;  plu- 
sieurs  lignees  mutantes  d'un  organisme  modele  : 
l'Algue  unicellulaire  biflagellee  Chlamydomonas, 
ont  ete  isolees  apres  mutagenese.  Caracterises  par 
une  perte  totale  ou  partielle  de  motilite,  ces  indivi- 
dus  possedent  des  flagelles  deficients  et  depour- 
vus  de  telle  ou  telle  structure  cytologiquement 
identifiee  (bras  de  dyneine,  microtubules  cen- 
traux...).  Des  etudes  classiques  de  genetique  ont 
conduit  a  caracteriser  les  genes  et  done  les  pro- 
teines  mises  en  jeu  dans  le  fonctionnement  normal 
du  systeme.  De  nombreuses  mutations  spontanees 
touchant  la  structure  des  axonemes  sont  aussi 
connues  chez  divers  Animaux,  y  compris  l'Homme. 
Ces  anomalies  sont  responsables  de  la  sterilite  des 
individus  males,  en  raison  de  deficiences  de  la 
motilite  de  leurs  spermatozoides,  et  de  nombreux 
troubles  au  sein  des  organes  possedant  des  cel¬ 
lules  ciliees,  egalement  non  fonctionnelles  (cellules 
bronchiques,  par  exemple). 

3.5.2.  Fonctionnement  des  cils  et  des  flagelles 

•  Mouvements  ciliaire  et  flagellaire.  Ces  deux 
types  de  mouvement  se  distinguent  fondamentale- 
ment.  Le  premier  rappelle  le  mouvement  de  la 
brasse,  en  natation  ;  il  consiste  en  des  cycles  de 
battements  actifs  (ou  coups  de  force)  propulsant  le 
fluide  vers  l'arriere,  alternant  avec  un  retour  a  la 
position  initiale  par  une  recuperation  souple 
n'offrant  pas  de  resistance  au  milieu.  Le  second  est 
une  ondulation  et  consiste  en  la  propagation  d'une 
onde  sinusoi'dale  (battement  d'un  fouet).  On  peut 
distinguer,  dans  ce  cas,  un  mouvement  partant  du 
corps  cellulaire  ou  un  mouvement  partant  de  la 
pointe  du  flagelle  ;  les  deplacements  sont  alors 
opposes.  Le  mouvement  observe  chez  Chlamy¬ 
domonas  est  special  en  ce  sens  qu'il  s'agit  d'un 
mouvement  de  brasse  assure  pourtant  par  deux 
flagelles  typiques. 

•  Origine  du  mouvement  dans  l'axoneme.  Le 

mouvement  ciliaire  ou  flagellaire  etant  toujours  lie 
a  la  flexion  de  l'axoneme,  il  s'agit  d'expliquer  son 
origine.  Plusieurs  donnees  experimentales  eclai- 
rent  le  mecanisme  de  la  courbure  :  1)  un  flagelle 
separe  du  corps  cellulaire  continue  de  produire 
des  ondulations  normales  pendant  un  certain 
temps,  ce  qui  prouve  qu'il  existe  un  moteur 
interne  au  systeme,  2)  un  axoneme  isole  et  purifie 
peut  fonctionner  in  vitro  si  on  lui  fournit  de  l'ATP, 
et  3)  un  axoneme  traite  de  fa  con  menagee  par  une 


enzyme  proteolytique,  en  presence  d'ATP, 
s'allonge  d'un  facteur  important  en  faisant  glisser 
les  uns  par  rapport  aux  autres,  sur  la  presque  tota¬ 
lity  de  leur  longueur,  les  neuf  doublets  de  microtu¬ 
bules  qui  le  constituent.  Ce  dernier  point 
s'explique  par  le  fait  que  les  differents  types  de 
liens  qui  les  unissent  les  uns  aux  autres  (comme  la 
nexine)  ont  ete  rompus  par  la  proteolyse. 

Le  mecanisme  propose  pour  l'origine  du  mou¬ 
vement  est  le  suivant :  les  bras  de  dyneine,  qui  ont 
une  activity  ATP  asique  a  l'etat  isole,  fonctionnent 
comme  des  moteurs  moleculaires  semblables  aux 
tetes  de  myosine,  dans  les  sarcomeres  des  fibres 
musculaires.  Ils  changent  de  conformation  en  fonc- 
tion  de  leur  liaison  a  l'ATP  et  de  son  hydrolyse  : 
un  cycle  d'accrochage  des  bras  au  microtubule 
voisin,  de  basculement  puis  de  liberation  provoque 
le  deplacement  relatif  des  doublets  les  uns  par  rap¬ 
port  aux  autres.  Le  glissement  des  doublets,  dans 
un  cil  intact  ou  ces  derniers  sont  accroches  au  cor- 
puscule  basal,  est  evidemment  transforme  en  une 
courbure  (voir  figure  11.17).  La  molecule  de  nexine, 
quant  a  elle,  agirait  a  la  maniere  d'un  elastique  qui 
empecherait  un  glissement  trop  important  des 
doublets  les  uns  par  rapport  aux  autres  et  favorise- 
rait  le  retour  a  la  position  initiale. 

3.5.3.  Deplacement  par  reptation 

SUR  UN  SUBSTRAT  SOLIDE 

Ce  mouvement  est  typique  des  cellules  forte- 
ment  aplaties  sur  leur  support,  auquel  elles  sont 
susceptibles  de  s'accrocher  par  des  points 
d'ancrage  reversible.  On  peut,  par  exemple, 
decrire  le  deplacement  des  fibroblastes  en  culture, 
qui  evoluent  de  maniere  saccadee  a  la  vitesse  de 
plusieurs  dizaines  de  micrometres  par  heure, 
comme  le  montre  la  microcinematographie.  La 
forme  de  ces  cellules  est  tres  polarisee,  avec  une 
face  frontale  large  et  une  zone  caudale  effilee  (voir 
figure  11.18).  La  face  frontale  produit  sans  cesse  de 
fins  prolongements  aplatis  (0, 1-0,4  pm  d'epais- 
seur)  tres  mobiles,  appeles  lamellipodes,  qui  por¬ 
tent  souvent  des  epines  rigides  plus  ou  moins 
allongees  (0,1  pm  de  diametre  ;  5-10  pm  de  long), 
retractiles  et  dirigees  vers  l'avant  :  les  spicules. 
Ces  derniers  contiennent  un  faisceau  peu  serre  de 
plusieurs  dizaines  de  microfilaments  d'actine, 
dont  Textremite  (+)  est  tournee  vers  la  membrane 
plasmique.  Les  filopodes  sont  des  spicules  tres 
allonges  (50  pm)  rencontres  dans  les  cones  de 
croissance  des  axones  des  cellules  nerveuses. 
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Figure  11.17 

Principe  de  la  courbure  de  I'axoneme  flagellaire  in  vivo 

(a)  glissement  de  deux  doublets  de  microtubules  adjacents,  supposes  libres  de  leurs  mouvements  (experience  in  vitro) ; 
les  tetes  de  dyneine  se  deplacent  de  l'extremite  (+)  vers  l'extremite  (-)  grace  a  1'hydrolyse  de  l'ATP  ;  (b)  courbure  des 
deux  doublets  fixes  par  leur  extremite  (-)  au  sein  de  I'axoneme,  in  vivo  ;  le  mouvement  des  tetes  de  dyneine  provoque 
ici  la  flexion  de  l'ensemble. 


support  points  de  contact  focaux  d’endocytose  de  vesicules  d’exocytose 


Figure  11.18 

Deplacement  par  reptation  d'un  fibroblaste  en  culture 

Selon  le  modele  presente  a  droite,  les  microtubules  servent  de  rails  a  des  vesicules  de  secretion  golgiennes  ;  cette  dis¬ 
position  conduirait  a  un  apport  constant  de  materiel  membranaire  dans  la  region  anterieure  de  la  cellule,  ce  qui  favo- 
riserait  son  allongement,  et  done  le  deplacement.  Une  endocytose  compensatrice  localisee  dans  la  zone  posterieure 
permettrait,  de  fagon  opposee,  un  raccourcissement  de  la  cellule  a  ce  niveau.  (D'apres  B.  Alberts  et  al.,  Biologie  molecu- 
laire  de  la  cellule.) 


La  locomotion  se  produit  de  la  fa  con  suivante  : 
les  fins  prolongements  projetes  par  le  bord 
avant  de  la  cellule  fonctionnent  comme  des 
antennes  et  semblent  explorer  et  palper  le  sup¬ 


port  (role  sensoriel).  Si  celui-ci  remplit  certaines 
conditions  chimiques,  ils  sont  susceptibles  de  se 
fixer  de  fagon  durable  et  ainsi  d'orienter  le  mou¬ 
vement  du  corps  cellulaire  ;  si  l'accrochage  n'a 
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pas  eu  lieu,  ces  prolongements  se  retractent  ou 
bien  sont  renvoyes  vers  l'arriere  de  la  cellule,  sous 
forme  d'ondulations,  par  la  surface  superieure  ; 

-  lorsque  de  nouvelles  plaques  d'adherence  au 
support  sont  formees  dans  la  partie  anterieure  de 
la  cellule,  celle-ci  est  tractee  vers  l'avant  par  un 
raccourcissement  global  qui  induit  en  conse¬ 
quence  un  amincissement  du  cytoplasme  poste- 
rieur  (d'ou  l'aspect  effile  de  cette  region  appelee 
fibre  de  retraction).  La  queue  de  la  cellule  se 
decroche  du  substrat,  ou  bien  se  dechire  en  lais- 
sant  de  petits  lambeaux  de  cytoplasme  porteurs 
de  plaques  d'adherence,  qui  y  restent  collees. 

Les  mecanismes  mis  en  jeu  dans  ces  pheno- 
menes  impliquent  l'actine,  qui  constitue  la  mole¬ 
cule  majoritaire  des  divers  prolongements 
cellulaires  decrits  plus  haut.  Un  reseau  tridimen- 
sionnel  dynamique  de  microfilaments  en  train  de 
se  polymeriser  et  de  se  depolymeriser  selon  le 
mode  du  tapis  roulant,  soutenu  par  des  faisceaux 
plus  ou  moins  serres,  permet  la  mobilite  de  ces 
structures  et  autorise  l'accrochage  au  support. 
Celui-ci  est  assure  grace  a  des  proteines  trans- 
membranaires  agissant  comme  des  recepteurs  qui, 
du  cote  exterieur  identifient  des  composes  du 
milieu  et  se  lient  a  eux  (la  matrice  extracellulaire, 
dans  les  conditions  naturelles  ;  voir  chapitre  14),  et 
du  cote  interieur,  entrent  en  contact  direct  ou  indi¬ 
rect  avec  les  faisceaux  de  microfilaments  des  spi¬ 
cules.  On  possede  de  plus  en  plus  de  donnees  sur 
les  rapports  existant  entre  membranes  et  extremi- 
tes  (+)  des  filaments  stables  ou  dynamiques 
d'actine,  et  de  nombreuses  proteines  ont  ete  locali- 
sees  a  ce  niveau  (par  exemple,  la  villine).  Dans  le 
cas  des  filaments  dynamiques,  il  faut  imaginer  une 
sorte  de  centre  organisateur  qui  maintient  le 
contact  avec  la  membrane,  tout  en  permettant 
l'allongement  de  ces  derniers. 

De  nombreuses  drogues  sont  connues  pour 
interferer  in  vitro  avec  les  processus  d'autoassem- 
blage  de  l'actine,  comme  la  cytochalasine  ou  la 
phalloidine  (toutes  deux  extraites  de 
Champignons).  Elies  entrainent  l'arret  complet  du 
mouvement  des  fibroblastes,  ainsi  que  celui 
d'autres  processus  tels  que  la  phagocytose  ou  la 
cytodierese.  Le  premier  compose  se  lie  aux  extre- 
mites  (+)  des  microfilaments  dynamiques  et 
entraine  ainsi  leur  depolymerisation,  tandis  que  le 
second  les  stabilise  en  se  fixant  tout  autour  d'eux. 
Les  microfilaments  stables,  comme  ceux  du 
muscle  ou  des  microvillosites,  ne  sont  pas  affectes 
par  ces  drogues. 


Un  cycle  particulier  d'endocytose  et  d'exocytose 
(voir  chapitre  6)  pourrait  en  outre  jouer  un  role 
dans  ce  type  de  locomotion.  Contrairement  a  ce 
qui  se  passe  dans  les  cellules  non  polarisees,  les 
vesicules  d'exocytose  semblent  ici  envoyees  dans 
une  region  privilegiee  de  la  cellule  qui  se  deplace  ; 
en  effet,  la  disposition  de  l'appareil  de  Golgi  (qui 
fournit  ces  vesicules),  et  celle  du  centrosome  (qui 
nuclee  les  microtubules),  ne  sont  pas  quelconques 
(voir  figure  11.18).  Ces  derniers  sont  situes  pres  du 
noyau,  sur  la  face  avant  de  la  cellule,  et  de  nom- 
breux  microtubules  sont  diriges,  en  eventail,  vers 
la  zone  anterieure  fine  et  elargie  qui  s'allonge.  II 
existerait  ainsi  un  vaste  flux  de  membrane  dirige 
de  l'arriere  vers  l'avant  de  la  cellule,  et  guide  par 
le  cytosquelette. 

3.5.4.  Mouvement  amiboide 

Ce  type  de  mouvement  est  caracterise  par  la 
projection  continue,  l'accrochage  et  la  retraction  de 
volumineux  prolongements,  ou  pseudopodes,  qui 
sont  emis  vers  le  support  et  entrainent  ainsi  le 
deplacement  des  cellules.  Les  Amibes  (Protistes 
parfois  de  grande  taille)  ou  bien  les  macrophages 
(cellules  sanguines  des  Vertebres),  par  exemple,  se 
deplacent  en  utilisant  ce  mecanisme  particulier. 
Des  etudes  de  microchirurgie  montrent  que  deux 
regions  peuvent  etre  distinguees  au  sein  du  cyto¬ 
plasme  de  ces  cellules  (voir  figure  11.19).  La  base 
du  mouvement  se  trouve  dans  la  capacite  que  pos¬ 
sede  le  cytoplasme  de  passer  reversiblement  d'un 
etat  de  gel  semi-rigide,  a  un  etat  beaucoup  plus 
fluide,  dit  etat  de  sol. 

Les  mecanismes  moleculaires  qui  sous-tendent 
ces  changements  de  phase  commencent  a  etre  bien 
connus.  Ces  cellules  sont  particulierement  riches 
en  actine  et  en  proteines  qui  se  lient  a  celle-ci. 
Parmi  ces  dernieres,  on  en  a  identifie  plusieurs  qui 
pourraient  rendre  compte  du  phenomene 
observe  :  la  filamine  et  l'a  actinine  pontent  in  vitro 
les  microfilaments  les  uns  aux  autres  en  formant 
un  reseau  tridimensionnel  a  consistance  de  gel ;  a 
l'inverse,  la  gelsoline  se  fixe  sur  le  flanc  des  micro¬ 
filaments  et  les  rompt,  ce  qui  detruit  le  reseau  et 
transforme  un  gel  en  un  sol.  L'action  combinee  de 
l'autoassemblage  de  l'actine  et  de  ces  proteines, 
dont  les  effets  sont  opposes,  semble  pouvoir  expli- 
quer  la  formation  des  pseudopodes.  Comme  dans 
la  cyclose,  il  faut  sans  doute  aussi  faire  intervenir 
la  minimyosine,  liee  ici  a  la  membrane  plasmique. 
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membrane  plasmique  region  de  gelation  de 


Figure  11.19 

Mouvement  amiboi'de 

Au  sein  du  cytoplasme  des  amibes,  on  distingue  une 
region  centrale  dont  la  consistance  fluide  et  la  richesse 
en  organites  sont  semblables  a  celles  du  cytoplasme  des 
cellules  banales  :  l'endoplasme,  et  une  region  corticale 
(sous-membranaire),  epaisse  et  depourvue  d'organites, 
ayant  la  consistance  d'un  gel  :  1'ectoplasme.  Cette  orga¬ 
nisation  se  retrouve  egalement  dans  les  longs  pseudo- 
podes  emis  par  la  cellule,  sauf  a  leur  extremite,  qui  est  a 
l'etat  de  sol  et  permet  une  sorte  d'ecoulement  du  cyto¬ 
plasme  fluide.  Au  cours  de  l'allongement,  le  cortex  du 
pseudopode  devient  ensuite  rigide. 


Cette  proteine  est  tres  abondante  chez  les  amibes  ; 
elle  permet,  grace  a  sa  tete  qui  se  fixe  reversible- 
ment  a  l'actine,  de  faire  glisser  vers  l'avant  les 
microfilaments  corticaux,  par  rapport  a  la  mem¬ 
brane  plasmique.  On  a  enfin  montre  que  divers 
facteurs,  tels  que  le  pH  ou  la  concentration  en  ions 
Ca2+,  sont  importants  pour  l'activite  de  ces  mole¬ 
cules  ;  le  detail  des  controles  qui  font  que  locale- 
ment  une  masse  de  cytoplasme  fluide  s'allonge 
pour  former  un  prolongement  qui  se  rigidifie 
ensuite,  reste  cependant  inconnu.  De  plus,  il  faut 
rendre  compte  du  fonctionnement  polarise  et 
directionnel  de  l'ensemble  du  systeme.  Les 
drogues  signalees  plus  haut  inhibent  aussi  le  mou¬ 
vement  amiboide. 


4.  MOTILITE  DES  CELLULES 
PROCARYOTIQUES 


Malgre  leur  petite  taille,  la  simplicite  de  leur 
organisation  cellulaire  et  l'absence  de  cytosque- 
lette,  de  nombreux  micro-organismes  procaryo- 
tiques  sont  dotes  de  la  capacite  de  se  mouvoir  par 
eux-memes,  soit  en  phase  liquide,  soit  sur  un  sup¬ 
port.  On  distingue  deux  types  de  locomotion  :  1)  un 
mouvement  lie  a  des  structures  specialisees,  qui 
peuvent  etre  des  flagelles  ou  des  filaments  axiaux 
disposes  le  long  du  corps  cellulaire,  et  2)  un  mou¬ 
vement  de  glissement  sur  un  support  solide,  dont 
le  mecanisme  reste  encore  largement  inconnu.  Seul 
le  mouvement  flagellaire,  qui  se  distingue  fonda- 
mentalement  de  celui  decrit  chez  les  Eucaryotes, 
sera  detaille  ici,  en  raison  de  l'originalite  du  meca¬ 
nisme  mis  en  oeuvre. 

4.1  Diversity  des  types  de  disposition 
flagellaire 

4.1.1.  Mise  en  evidence  des  flagelles  bacteriens 

En  raison  de  la  finesse  de  ces  appendices  (10  a 
20  nm  de  diametre),  leur  observation  directe  au 
microscope  optique  est  impossible.  II  existe  cepen¬ 
dant  divers  protocoles  de  visualisation,  qui  consis¬ 
tent  a  epaissir  artificiellement  le  diametre  des 
flagelles  en  adsorbant  a  leur  surface  des  composes 
colloidaux,  ce  qui  les  rend  alors  colorables  et  bien 
visibles  (voir  figure  11.20).  La  meilleure  fa^on  de 
mettre  en  evidence  les  flagelles  est  neanmoins  la 
microscopie  electronique,  grace  aux  methodes 
directes  et  rapides  que  sont  l'ombrage  metallique 
ou  la  coloration  negative  (voir  chapitre  3).  Cette 
derniere  technique  donne  des  images  tres  fines  et 
permet  de  visualiser  leur  organisation  molecu- 
laire  ;  ceux-ci  apparaissent  formes  de  plusieurs 
protofilaments  elementaires  paralleles,  d'aspect 
voisin  de  celui  des  microtubules  des  cellules  euca- 
ryotiques.  On  observe  de  plus  que  les  flagelles  tra- 
versent  la  paroi  de  la  cellule  et  sont  directement 
ancres  dans  la  membrane  plasmique,  au  sein  d'un 
dispositif  tres  complexe  (voir  plus  loin). 

4.1.2.  Nombre  et  disposition  des  flagelles 

Ces  criteres  servent  depuis  longtemps  a  l'identi- 
fication  systematique  (taxonomie)  des  souches 
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Figure  11.20 

Mise  en  evidence  des  flagelles  bacteriens  en  microscopie  photonique 

Ces  structures  apparaissent  sous  forme  de  fins  filaments  sinueux,  souvent  bien  plus  longs  que  le  corps  bacterien  lui- 
meme,  et  atteignant  parfois  20  |tm  de  long.  Le  nombre,  la  taille  et  la  disposition  des  flagelles  sont  caracteristiques  de 
l'espece  etudiee.  Cellules  de  :  (a)  Clostridium ;  (b)  Spirillum ;  (c)  et  (d)  Pseudomonas  (x  2  000). 


bacteriennes.  Certaines  especes  ne  portent  qu'un 
seul  flagelle,  ou  un  nombre  limite  de  flagelles, 
sous  forme  d'une  touffe,  soit  a  une  extremite,  soit 
aux  deux  extremites  de  la  cellule  qui  est  en  general 
allongee  ;  on  parle  alors  de  d'insertion  polaire. 
Celle-ci  se  distingue  de  l'insertion  dite  peritriche, 
dans  laquelle  tout  le  corps  cellulaire  est  recouvert 
d'un  grand  nombre  de  flagelles,  comme  c'est  le  cas 
pour  l'espece  bien  connue  Escherichia  coli. 


4.2  Structure  et  fonctionnement  des  flagelles 
bacteriens 


Comme  le  laisse  prevoir  leur  diametre,  l'organi- 
sation  et  le  fonctionnement  de  ces  longs  prolonge- 
ments  n'ont  rien  de  comparable  avec  ceux  des 
flagelles  eucaryotiques. 

4.2.1.  Organisation  des  flagelles  bacteriens 

Les  flagelles  bacteriens  peuvent  etre  isoles  par 
centrifugation,  apres  une  agitation  mecanique  vio- 
lente  des  cellules  qui  les  separe  des  corps  cellu- 
laires.  L'electrophorese  montre  qu'ils  sont  formes 
d'une  seule  espece  proteique  globulaire,  la  flagel- 
line,  d'une  masse  moleculaire  voisine  de  40  kDa. 
Plusieurs  dizaines  de  milliers  de  ces  sous-unites 
s'organisent  pour  former  une  structure  tubulaire 
stabilisee  seulement  par  des  liaisons  faibles.  Un 
flagelle  doit  done  etre  considere  comme  une 


unique  et  enorme  molecule  presentant  une  struc¬ 
ture  quaternaire  de  type  polymerique.  Les  protofi¬ 
laments  constituant  les  generatrices  du  tube 
flexible  obtenu  sont,  comme  dans  les  microtubules 
eucaryotiques,  polarises  et  legerement  decales  les 
uns  par  rapport  aux  autres.  La  polymerisation  et 
l'autoassemblage  in  vitro  des  flagelles  bacteriens  se 
realisent  spontanement  a  partir  de  solutions 
concentrees  de  flagelline,  dans  certaines  condi¬ 
tions  experimentales  (salinite  elevee,  en  particu¬ 
lar). 

4.2.2.  MOTEUR  ROTATIF 

ET  MOUVEMENT  DU  FLAGELLE 

A  la  difference  des  cils  ou  des  flagelles  eucaryo¬ 
tiques,  un  flagelle  bacterien  isole  est  totalement  et 
irreversiblement  inerte.  Le  fait  qu'il  ne  batte  pas 
seul  montre  qu'il  ne  possede  pas  de  moteur 
interne,  ce  qui  est  a  rapprocher  sans  aucun  doute 
de  la  simplicite  de  son  organisation.  Le  mouve- 
ment  de  cette  structure  trouve  son  origine  dans  un 
moteur  rotatif  situe  au  niveau  de  la  membrane 
plasmique  de  la  cellule.  Ce  dispositif  d'une 
extreme  complexity,  qui  constitue  une  exception- 
nelle  « micromachine »,  comprend  un  rotor  et  un 
stator  permettant  a  un  bras  coude  de  tourner  a 
grande  vitesse,  dans  un  sens  ou  dans  l'autre  ;  ce 
bras  entraine  le  mouvement  du  flagelle  qui  lui  est 
accroche,  a  la  maniere  d'un  fouet.  Le  mouvement 
de  rotation  assure  par  ce  moteur  est  a  l'origine  du 
deplacement  bacterien,  a  une  vitesse  de  10  a  20  pm 
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par  seconde.  Le  gradient  transmembranaire  de 
protons  fournit,  selon  un  mecanisme  mat  connu, 
l'energie  necessaire  a  la  production  du  travail 
accompli  (voir  figure  11.21). 


rotor  peptidoglycane  membrane 
cytoplasmique 


Figure  11.21 

Schema  illustrant  I'organisation  du  moteur  rotatif 
d'un  flagelle  de  E.  coli 

Le  fouet  du  flagelle  est  relie  au  moteur  par  un  crochet  a 
angle  droit,  qui  est  extracellulaire.  La  partie  basale  du 
moteur  est  constitute  de  deux  disques  faisant  office  de 
stator  (fixe,  et  associe  au  peptidoglycane)  et  de  rotor  (en 
couleur).  Ce  dernier  tourne  a  la  vitesse  de  100  tours  par 
seconde  au  sein  de  la  membrane  plasmique.  Les  deux 
disques  superieurs  notes  L  et  P  permettent  a  l'axe  de 
rotation  de  traverser  la  membrane  externe  (cas  des 
Eubacteries  Gram  negatives). 


4.2.3.  Coordination  du  mouvement 

ET  CHIMIOTACTISME 


Chez  E.  coli  ou  Salmonella,  on  a  observe  que,  sui- 
vant  le  sens  dans  lequel  tourne  le  moteur  flagel- 
laire,  le  comportement  des  flagelles  est  different, 
ainsi  que  le  type  de  mouvement  assure.  Si  celui-ci 
tourne  dans  le  sens  inverse  des  aiguilles  d'une 
montre,  les  flagelles  se  rassemblent  a  l'arriere  de  la 
cellule  en  un  faisceau  serre  qui  propulse  efficace- 
ment  le  corps  cellulaire  ;  s'il  tourne  dans  le  sens 
oppose,  les  flagelles  se  repartissent  dans  toutes  les 
directions  de  l'espace  et  la  cellule  ne  progresse 
plus  mais  tournoie  sur  elle-meme.  La  progression 
de  ces  Bacteries  est  done  une  succession  de 
longues  phases  de  mouvement  lineaire  et  de 
courtes  phases  d'arret  et  de  pivotement,  au  cours 
desquelles  elles  changent  de  direction. 


Malgre  la  simplicite  de  leur  organisation  et  de 
leur  metabolisme,  les  Bacteries  sont  capables  de 


chimiotactisme,  e'est-a-dire  de  deplacement 
oriente  dans  un  gradient  chimique.  La  nage  nor- 
male  des  cellules  est,  en  effet,  affectee  par  des  sub¬ 
stances  attractives  ou  repulsives  qui  agissent  en 
modifiant  la  frequence  des  pivotements,  et  en  aug- 
mentant  ou  en  diminuant  ainsi  la  duree  des  phases 
de  progression  lineaire  (en  direction  ou  a  l'oppose 
de  la  source  de  substance).  Le  mecanisme  molecu- 
laire  de  ce  phenomene  a  ete  analyse  grace  a  divers 
mutants  presentant  un  chimiotactisme  defec- 
tueux  ;  il  est  base  sur  l'existence  de  recepteurs  pro- 
teiques  lies  a  la  membrane  cytoplasmique,  qui 
reconnaissent  et  fixent  certains  composes  chi- 
miques  (acides  amines,  sucres...).  Cette  fixation 
conduit  a  la  production  d'un  signal  intracellulaire 
qui  determine  la  nature  du  mouvement  du 
flagelle  ;  ce  mecanisme  est  bien  trop  sophistique 
pour  pouvoir  etre  decrit  ici.  On  peut  cependant 
prendre  la  mesure  de  la  pression  de  selection  et  de 
la  puissance  des  phenomenes  evolutifs  qui  ont 
permis  de  faire  apparaitre  un  processus  aussi  ela- 
bore  chez  des  organismes  en  apparence  simples  ; 
cette  simplicite  est  bien  le  signe  d'un  etat  tres  evo- 
lue  et  non  pas  d'un  etat  primitif  (voir  chapitre  16)  ! 


4.3  Autres  types  de  deplacement 
chez  les  Bacteries 


4.3.1.  Organisation  et  fonctionnement 

DES  FILAMENTS  AXIAUX  DES  SPIROCHETES 

Ces  structures  locomotrices  specialisees  sont 
specifiques  du  groupe  des  Spirochetes  ;  ces 
Bacteries  sont  caracterisees  par  un  corps  cellulaire 
tres  allonge  et  en  forme  d'helice  ou  de  tire-bou- 
chons,  auquel  une  paroi  fine  et  flexible  confere  une 
grande  mobilite.  Chaque  extremite  de  la  cellule 
porte  une  touffe  de  nombreux  filaments  analogues 
a  des  flagelles,  qui  ne  sont  pas  libres  et  diriges  vers 
l'exterieur,  comme  e'est  le  cas  habituellement, 
mais  qui  restent  enfermes  sous  la  paroi  cellulaire. 
Ces  deux  paquets  de  fibres  serrees  se  rejoignent  au 
milieu  du  corps  cellulaire,  formant  un  cable  epais 
et  continu  (le  filament  axial)  passant  par  l'axe  de 
l'helice  que  celui-ci  represente  (figure  11.22). 

Les  cellules  de  ce  genre  se  deplacent  dans  un 
milieu  liquide  en  se  deformant  par  courbure  ou 
repliement  (tout  en  conservant  leur  structure  heli- 
coi'dale),  un  peu  a  la  maniere  d'un  ver  qui  se  tortille. 
Le  mecanisme  original  invoque  est  le  raccourcisse- 
ment  global  du  corps  cellulaire  grace  au  raccour- 
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Figure  11.22 

Photo  et  schema  montrant  I'organisation  d'une  cellule  de 
Spirochete  et  de  son  appareil  locomoteur 

Les  deux  touffes  de  flagelles,  enfermees  sous  la  paroi 
souple  de  la  cellule,  sont  inserees  a  chaque  extremite 
(fleches)  du  corps  cellulaire,  represente  en  couleur.  La 
photographie  montre  une  cellule  observee  au  micro¬ 
scope  electronique  (coloration  negative  ;  la  barre  repre¬ 
sente  10  pm).  D'apres  J.-P.  Regnault,  Decarie-Vigot 
(Microbiologie  Generale),  et  cliche  Labo.  BG,  Orsay. 


cissement  du  filament  axial  lui-meme,  dont  les 
deux  groupes  de  fibrilles  opposees  se  deplace- 
raient  par  glissement  l'un  par  rapport  a  l'autre. 

4.3.2.  Glissement 

Les  Cyanobacteries,  qui  se  presentent  parfois 
sous  la  forme  de  longs  filaments  multicellulaires 
simples  et  rigides,  sont  mobiles  par  glissement  sur 
leur  support.  Le  genre  Oscillatoria,  par  exemple, 
tire  son  nom  du  phenomene  de  balancement 
caracteristique  de  ses  filaments,  bien  visible  au 
microscope.  La  paroi  des  cellules  qui  les  consti¬ 
tuent  est  epaisse  et  rigide  et  aucune  structure  a 
fonction  locomotrice  evidente  ne  peut  etre  cytolo- 
giquement  mise  en  evidence,  de  sorte  que  le  meca- 
nisme  du  mouvement  reste  inconnu  chez  ces 
organismes.  Un  autre  groupe  de  Bacteries,  dont  les 
cellules  vivent  en  general  isolees  :  les 
Myxobacteries,  pratiquent  aussi  le  glissement  sur 
un  support.  Leur  paroi  mince  et  la  flexibilite  de 
leur  corps  cellulaire  sont  sans  doute  en  rapport 
avec  ce  mode  de  locomotion,  mais  aucune  struc¬ 
ture  cellulaire  differenciee  qui  pourrait  en  etre  res- 
ponsable  n'est  visible  ici  aussi. 
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Perspective  biomedicale 


La  myopathie  de  Duchenne 


Les  myopathies  sont  des  maladies  genetiques 
caracterisees  par  une  perte  progressive  des  fonc- 
tions  des  cellules  musculaires.  La  dystrophie  mus- 
culaire  de  Duchenne,  decrite  en  1860,  est  la  forme 
la  plus  frequente  et  la  plus  severe  ;  cette  affection 
degenerative,  recessive  et  liee  au  sexe,  touche  un 
individu  male  sur  3500.  Un  dysfonctionnement 
moteur  et  une  faiblesse  musculaire  progressifs  se 
manifestent  a  partir  de  l'age  de  trois  a  cinq  ans. 
Des  lors,  la  perte  des  fonctions  musculaires  ne 
cesse  de  s'aggraver,  et  les  enfants  d'une  dizaine 
d'annees  sont  condamnes  au  fauteuil  roulant.  La 
mort,  ineluctable,  survient  aux  environs  de  vingt 
ans,  en  raison  de  deficiences  des  muscles  respira- 
toires  et  cardiaque. 

Le  gene  responsable  de  cette  anomalie  est  porte 
par  le  chromosome  X  ;  il  a  ete  clone  en  1986.  II 
s'agit  d'un  des  plus  grands  genes  connus  (2300 
kbases  et  73  exons)  ;  l'analyse  de  sa  sequence 
montre  qu'il  code  une  proteine  de  427  kDa  :  la 
dystrophine.  C'est  une  tres  grosse  proteine 
fibreuse,  qui  est  produite  dans  tous  les  types  de 
cellules  musculaires  :  cardiaques,  squelettiques  et 
lisses.  Elle  fait  partie  de  la  famille  de  l'actinine  et 
des  spectrines  ;  intervenant  sous  forme  de  dimere 
antiparallele,  elle  se  lie  a  l'actine,  comme  elles,  par 
ses  domaines  terminaux. 

La  dystrophine  est,  d'une  part,  accrochee  a  un  gros 
complexe  glycoproteique  enchasse  dans  la  mem¬ 
brane  plasmique  de  la  cellule  musculaire  et, 
d'autre  part,  aux  microfilaments  d'actine  corticaux 
qu'elle  ponte  en  un  reseau  serre.  Le  complexe 
transmembranaire  etant  lui-meme  accroche  a  la 
matrice  extracellulaire  (lame  basale),  le  cytosque- 
lette  intracellulaire  est  done  connecte  a  celle-ci  via 
ce  dispositif. 

La  dystrophine  represente  5  %  des  proteines  asso- 
ciees  a  la  face  interne  de  la  membrane  des  myo¬ 
cytes.  Elle  est  concentree  a  l'endroit  ou  les  stries  Z 
(qui  marquent  les  limites  des  sarcomeres,  et  sur 
lesquelles  l'actine  est  fixee)  entrent  en  contact  avec 
la  membrane  plasmique.  En  accrochant  l'actine  a 
la  face  interne  de  celle-ci,  elle  a  un  role  d'arrimage 


de  la  machinerie  contractile  des  sarcomeres  a  cette 
membrane.  De  ce  fait,  l'ancrage  dans  la  lame 
basale  consolide  la  cellule  musculaire  et  lui  permet 
de  resister  aux  deformations  dues  a  la  contraction. 

L'etude  moleculaire  des  diverses  formes  mutees 
du  gene  geant  de  la  dystrophine  montre  que  55  % 
des  anomalies  sont  des  deletions,  40  %  des  muta¬ 
tions  ponctuelles  et  5  %  des  duplications.  Dans  le 
cas  de  la  myopathie  de  Duchenne,  la  dystrophine 
est  totalement  absente  ;  dans  une  forme  rare  de 
myopathie  moins  severe  (dystrophie  musculaire 
de  Becker),  la  proteine  est  produite,  mais  plus  ou 
moins  alteree,  et  les  sujets  atteints  ont  une  vie 
presque  normale. 

Chez  les  malades  n'ayant  pas  de  dystrophine,  la 
membrane,  qui  n'est  plus  renforcee  par  son  cytos- 
quelette  cortical,  est  plus  aisement  endommagee 
par  les  contractions  musculaires  repetees.  La  perte 
de  cytoplasme  des  myocytes  fragilises  qui  en 
decoule  est  attestee  par  la  «fuite»  d'une  enzyme 
specifique  du  muscle  :  la  creatine  kinase,  qui  se 
retrouve  dans  le  sang  a  des  concentrations  50  fois 
superieures  a  la  normale.  L'atrophie  musculaire 
inexorable  est  liee  a  cette  necrose  cellulaire  pro¬ 
gressive.  Actuellement,  il  n'existe  pas  de  traite- 
ment  pour  cette  maladie. 

La  realisation  de  sondes  moleculaires  permet  de 
detecter  la  mutation  chez  les  individus  a  risque  ; 
seuls  le  diagnostic  prenatal  et  le  conseil  genetique 
autorisent  une  approche  preventive.  Cependant, 
on  sait  qu'un  tiers  environ  des  cas  de  myopathie 
n'a  pas  une  origine  hereditaire  et  resulte  de  muta¬ 
tions  spontanees,  non  predictibles,  ce  qui  limite 
l'efficacite  de  la  demarche.  La  therapie  genique  est 
la  seule  perspective  curative  possible,  en  restau¬ 
rant  l'expression  du  gene  dans  les  cellules  mus¬ 
culaires,  ou  bien  en  stimulant  l'expression  de 
proteines  ayant  une  fonction  voisine  de  celle  de  la 
dystrophine,  afin  de  compenser  son  absence. 

L'etude  de  la  myopathie  de  Duchenne  et  l'identi- 
fication  de  la  dystrophine  illustrent  parfaitement 
ce  qu'on  appelle  desormais  la  genetique  inverse. 


11.  Architecture  et  motilite  cellulaires  359 


Resume 


Le  cytoplasme  des  cellules  eucaryotiques  est 
sillonne  par  plusieurs  types  de  structures  fibreuses 
ou  tubulaires  qui  participent  a  la  fois  a  son  archi¬ 
tecture  et  a  sa  dynamique.  Trois  reseaux  sont  iden- 
tifiables  en  microscopie  electronique  et  en 
immunofluorescence  chez  les  cellules  animales  ;  ils 
sont  formes  des  structures  elementaires  nommees  : 
microtubules,  microfilaments  et  filaments  interme- 
diaires.  Les  cellules  vegetales  sont  depourvues  des 
derniers  cites. 

Les  microtubules  sont  en  general  constitues  de 
treize  protofilaments,  eux-memes  formes  de 
dimeres  d'une  proteine  globulaire  :  la  tubuline. 
Ces  edifices  resultent  d'un  autoassemblage  spon- 
tane  analysable  in  vitro.  Leurs  proprietes  in  vivo 
sont  decrites  par  le  modele  dit  d'instabilite  dyna¬ 
mique,  qui  resulte  du  fait  qu'une  extremite  des 
microtubules  est  bloquee  dans  des  structures  nom¬ 
mees  centres  organisateurs.  De  nombreuses  pro¬ 
teines  s'associent  aux  microtubules  et  leur 
permettent  de  former  des  faisceaux  ou  des  edifices 
complexes  tels  que  les  centrioles  ou  les  axonemes 
des  cils. 

Les  microfilaments  sont  formes  de  monomeres 
globulaires  d'actine  ;  leurs  proprietes  d'autoas- 
semblage  sont  voisines  de  celles  des  microtubules, 
mais  in  vivo,  c'est  le  modele  dynamique  du  tapis 
roulant  qui  est  mis  en  oeuvre.  Diverses  proteines 
s'associent  aux  microfilaments  pour  leur  permettre 
de  former  des  cables,  les  proteger  ou  aider  a  leur 
desagregation,  les  accrocher  aux  membranes  cellu- 
laires  ou  bien  assurer  un  phenomene  de  glisse- 
ment,  comme  c'est  le  cas  avec  la  myosine. 

Les  filaments  intermediaires  sont  formes  de  mole¬ 
cules  fibreuses  qui  s'organisent  spontanement  en 
cables  epais  presentant  des  proprietes  de  stability 
structural  et  chimique  radicalement  differentes 
de  celles  decrites  pour  les  deux  systemes  cytosque- 
lettiques  precedents.  On  les  trouve  dans  les  cel¬ 
lules  animales  differenciees  ou  ils  jouent  un  role 
evident  d'echafaudage  et  participent  a  l'architec- 
ture  cellulaire. 


Le  cytosquelette  intervient  aussi  bien  dans  la 
constitution  d'edifices  stables  (centrioles,  microvil- 
losites,  jonctions  intercellulaires,  etc.),  que  dans 
celle  de  structures  dynamiques  associees  aux  mou- 
vements  cellulaires.  Avec  l'aide  de  moteurs  mole- 
culaires,  les  microtubules  permettent  le 
deplacement  de  divers  organites  au  sein  des  cel¬ 
lules  ;  associes  aux  differentes  formes  de  myosine, 
les  microfilaments  sont  a  l'origine  du  mouvement 
dans  les  cellules  banales  ou  les  cellules  specialises 
(fibres  contractiles).  La  cyclose  permet  le  brassage 
du  cytoplasme  autour  de  la  vacuole  centrale  de 
certaines  cellules  vegetales.  Ce  mouvement  en 
masse  est  lie  a  la  presence  d'un  reseau  cortical 
d'actine  le  long  duquel  des  sacs  de  reticulum 
endoplasmique  se  deplacent  par  l'intermediaire  de 
proteines  de  liaison  a  l'actine. 

Grace  a  leurs  microtubules,  capables  de  glisser  les 
uns  par  rapport  aux  autres,  les  cils  et  les  flagelles 
peuvent  onduler  et  etre  a  l'origine  du  mouvement 
des  cellules  isolees.  La  reptation  sur  un  milieu 
solide  et  le  mouvement  amiboide  font  aussi  inter- 
venir  le  cytosquelette.  Dans  le  premier  cas,  on 
evoque,  outre  l'intervention  de  l'actine,  le  role 
d'un  flux  de  membrane  de  la  partie  posterieure  de 
la  cellule  vers  sa  partie  anterieure.  Dans  le 
deuxieme  cas,  la  minimyosine  associee  a  la  mem¬ 
brane  plasmique  joue  un  role  capital,  en  meme 
temps  que  la  transformation  reversible  de  l'etat  du 
cytoplasme  (gel-sol). 

La  motilite  de  la  plupart  des  cellules  bacteriennes 
est  assuree  par  un  ou  plusieurs  flagelles  dont 
l'organisation  est  tres  simple,  en  comparaison  de 
celle  des  Eucaryotes.  Leur  mouvement  est  du  a  un 
moteur  moleculaire  situe  dans  la  membrane  plas¬ 
mique,  qui  permet  sa  rotation  et  entraine  ainsi  la 
propulsion  de  la  cellule.  Un  mouvement  de  glisse- 
ment,  dont  le  mecanisme  reste  inconnu,  est  decrit 
chez  certaines  Bacteries  (les  Cyanobacteries,  en 
particulier).  Enfin,  l'intervention  de  structures  par- 
ticulieres,  nommees  filaments  axiaux,  permet  la 
deformation  du  corps  cellulaire  et  le  deplacement 
des  Bacteries  du  groupe  des  Spirochetes. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  d  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  l'organisation  des  microtubules,  des  microfilaments  et  des  filaments  intermediaries,  tels 
qu'on  les  observe  en  microscopie  electronique. 

2.  Pourquoi  l'immunofluorescence  indirecte  est-elle  une  technique  plus  performante  et  interessante 
que  I' i m m un o fl u o resce n ce  directe  ? 

3.  Comment  se  presentent  les  trois  reseaux  cytosquelettiques  des  cellules  animales  lorsqu'on  observe 
des  cellules  entieres  traitees  par  l'immunofluorescence  ? 

4.  Decrire  l'organisation  moleculaire  des  microtubules.  Comment  appelle-t-on  la  propriete  fondamen- 
tale  qui  preside  a  leur  formation  in  vitro  ou  in  vivo  (propriete  commune  aux  autres  reseaux  cytosque¬ 
lettiques)  ? 

5.  Quelles  sont  les  differences  existant  entre  le  mecanisme  dit  du  « tapis  roulant»  et  celui  nomme 
« instability  dynamique  »  ? 

6.  Citer  les  principales  categories  de  proteines  associees  aux  microfilaments  et  decrire  les  proprietes 
importantes  qu'elles  conferent  a  ces  derniers. 

7.  Decrire  l'organisation  moleculaire  d'un  filament  intermediaire. 

8.  Pourquoi  peut-on  dire  que  les  filaments  intermediaires  forment  des  edifices  structuralement  et  chi- 
miquement  stables  ?  dans  quels  types  de  cellules  les  trouve-t-on  ? 

9.  Avec  quelles  structures  membranaires  cytologiquement  bien  identifies  les  filaments  intermediaires 
entrent-ils  en  contact  direct  ? 

10.  En  quoi  la  technique  des  hybridomes  constitue-t-elle  un  progres  considerable  par  rapport  a  la 
methode  classique  de  production  des  anticorps  polyclonaux  ? 

11.  Nommer  et  decrire  les  structures  stables  construites  a  partir  des  microtubules. 

12.  Meme  question  pour  les  microfilaments. 

13.  Dans  quels  modeles  biologiques  les  mouvements  des  organites  lies  au  cytosquelette  ont-ils  ete  parti- 
culierement  bien  etudies  ? 

14.  Quelles  interactions  existent  entre  les  microtubules  et  les  autres  elements  du  cytosquelette  ou  cer¬ 
tains  organites  typiques  ? 

15.  Qu'appelle-t-on  moteur  moleculaire  ?  donner  des  exemples  de  ces  moteurs  et  preciser  leur  lieu 
d'action  au  niveau  du  cytosquelette. 

16.  Rappeler  les  caracteristiques  principales  des  fibres  musculaires  striees  et  enoncer  le  principe  de  leur 
contraction  a  l'echelle  moleculaire. 

17.  Qu'est-ce  que  la  cyclose  ?  dans  quels  types  de  cellules  peut-on  l'observer  ?  quels  mecanismes 
invoque-t-on  pour  expliquer  ce  phenomene  ? 

18.  Quelle  est  la  structure  de  l'axoneme  ciliaire  ?  quels  sont  les  mecanismes  moleculaires  a  l'origine  du 
mouvement  de  courbure  qui  le  caracterise  ? 

19.  Decrire  les  mecanismes  cellulaires  et  moleculaires  invoques  pour  expliquer  le  mouvement  de  repta- 
tion  d'une  cellule  animale  sur  son  support. 

20.  Donner  le  nom  et  decrire  le  mode  d'action  de  quelques  drogues  qui  perturbent  le  fonctionnement 
des  microtubules  et  des  microfilaments. 

21.  En  quoi  le  mouvement  amiboide  differe-t-il  de  la  reptation  sur  un  support  ? 

22.  Decrire  l'organisation  et  le  fonctionnement  d'un  flagelle  bacterien.  Comparer  le  mecanisme  de  son 
mouvement  a  celui  d'un  flagelle  eucaryotique. 
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Chapitre  12 


PROLIFERATION 
DES  CELLULES. 
Aspects  moleculaires 
et  cellulaires  de  la  division 


De  toutes  les  proprietes  caracterisant  les  etres 
vivants,  la  plus  manifeste  et  la  plus  fascinante  est 
certainement  la  reproduction  ;  l'observation 
banale  montre  que  tous  les  organismes,  simples  ou 
complexes,  donnent  naissance  a  des  organismes 
ayant  des  caracteristiques  morphologiques,  anato- 
miques  et  physiologiques  identiques  aux  leurs. 
Cependant,  comme  tous  sont  constitues  de  cel¬ 
lules,  et  que  chacune  d'elles  derive  d'une  cellule 
preexistante,  ce  processus  doit  d'abord  etre  ana¬ 
lyse  a  son  echelle,  a  celle  de  ses  organites,  et  evi- 
demment  a  celle  du  materiel  genetique  qui 
contient  le  programme  permettant  sa  construction 
(voir  chapitres  2  et  4).  La  reproduction  cellulaire 
est  done  a  la  base  de  toute  reproduction,  qu'elle 
concerne  les  etres  pluricellulaires  ou  pas,  et  qu'elle 
intervienne  dans  la  reproduction  sexuee  ou  pas. 
En  raison  de  cette  position  centrale,  elle  presente 
une  importance  et  une  signification  biologique  tres 
variables  selon  les  cycles  de  vie  des  organismes. 

La  propriety  fondamentale  de  l'information 
genetique  est  sa  capacite  a  se  reproduire  fidele- 
ment,  afin  que  soit  assuree  sa  continuite  dans  le 
temps.  Les  cellules-filles  issues  de  la  division 
d'une  cellule-mere  heritent  ainsi  d'un  programme 
leur  conferant  une  probabilite  de  survie  a  court 
terme  et  des  proprietes  fonctionnelles  equivalentes 
a  celles  de  la  generation  precedente.  De  meme  que 
pour  l'expression  du  materiel  genetique,  les  meca- 
nismes  moleculaires  mis  en  oeuvre  dans  la  replica¬ 
tion  de  l'ADN  sont  tres  semblables  chez  les 
Procaryotes  et  les  Eucaryotes.  Les  modalites  du 


partage  de  ce  materiel  genetique  entre  cellules- 
filles,  apres  sa  duplication,  sont  en  revanche  beau- 
coup  plus  complexes  chez  les  seconds  que  chez  les 
premiers.  Ceci  s'explique  par  le  fait  que  la  quantite 
d'information  genetique  et  son  organisation  gene- 
rale  sont  tres  differentes  chez  ces  deux  groupes 
d'etres  vivants  (voir  chapitres  4  et  8). 

L'ADN  est  une  molecule  fragile,  sensible  a  la 
fois  a  des  agressions  internes  a  l'organisme  lui- 
meme,  ou  a  celles  issues  de  son  environnement  ; 
les  processus  de  replication  conduisent  en  outre  a 
de  rares,  mais  inevitables  erreurs.  Les  conse¬ 
quences  des  modifications  chimiques  de  l'ADN 
sont  potentiellement  desastreuses  pour  les  cellules 
et  les  organismes,  a  la  fois  a  court  terme  et  a  long 
terme.  En  effet,  les  alterations  spontanees  ou  pro- 
voquees,  ainsi  que  les  erreurs  de  replication, 
conduisent  au  blocage  des  processus  de  replica¬ 
tion  ou  de  transcription  et,  de  plus,  elles  induisent 
des  mutations. 

On  distingue  differents  types  de  divisions  cellu¬ 
laires  selon  leurs  manifestations  cytologiques  et  les 
consequences  genetiques  auxquelles  elles  condui¬ 
sent  pour  les  cellules-filles.  Chez  les  unicellulaires, 
on  parle  de  scissiparite  lorsque  la  division  ne  met 
visiblement  pas  en  oeuvre  de  mecanisme  specia¬ 
lise,  et  repose  uniquement  sur  la  simple  coupure 
en  deux  parts  egales  (bipartition)  de  tous  les 
constituants  cellulaires,  puis  de  la  cellule  elle- 
meme.  C'est  le  cas  chez  tous  les  Procaryotes  et 
quelques  Eucaryotes  (Protistes,  Algues  et 
Champignons  unicellulaires)  dont  le  noyau  semble 
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simplement  s'etirer  et  se  pincer,  en  meme  temps 
que  le  cytoplasme  se  divise.  En  revanche,  chez  la 
plupart  des  Eucaryotes,  des  modifications  structu- 
rales  profondes  affectent  a  la  fois  le  noyau  et  le 
cytoplasme  lors  de  la  division  ;  bien  que  presen- 
tant  de  nombreux  mecanismes  en  commun,  nous 
distinguerons  deux  types  de  divisions  cellulaires  : 
la  mitose  et  la  meiose,  en  fonction  de  leurs  reper¬ 
cussions  genetiques  chez  les  cellules-filles. 


1.  LES  DIVISIONS  CELLULAIRES 
DANS  LE  MONDE  VIVANT 


1.1,  Mitose  et  meiose  chez  les  Eucaryotes 


Chez  les  Eucaryotes,  les  divisions  mises  en 
oeuvre  pour  la  simple  multiplication  des  etres  uni- 
cellulaires,  ou  celles  impliquees  dans  la  construction 
du  corps  des  Animaux  ou  de  l'appareil  vegetatif 
des  Vegetaux  et  des  Champignons,  donnent  nais- 
sance  a  des  cellules  genetiquement  identiques.  Ce 
type  de  division  conforme  (conservatrice  de 
l'information  genetique)  est  appele  mitose,  et  c'est 
elle  que  nous  etudierons  essentiellement  dans  ce 
chapitre.  Seule  Sexploitation  differentielle  des 
divers  genes  du  genome  conduit  a  la  realisation 
des  quelques  200  types  cellulaires  trouves  chez  les 
Animaux  superieurs  et  des  20  a  25  types  cellu¬ 
laires  des  Vegetaux  superieurs  (voir  les  chapitres  8 
et  14).  La  mitose  peut  s'effectuer  chez  n'importe 
quelle  cellule  eucaryotique,  quelle  que  soit  la 
structure  de  son  genome  ;  en  d'autres  termes,  le 
niveau  de  ploidie  (haploidie,  diploidie,  polyploi- 
die)  n'intervient  pas. 

En  revanche  il  existe,  chez  la  plupart  des 
Eucaryotes,  un  deuxieme  type  de  division  cellulaire 
qui  est  associee  au  phenomene  de  reproduction 
sexuee  et  se  realise  sur  des  cellules  necessairement 
diploides  :  la  meiose.  Celle-ci  a  une  signification 
totalement  differente  puisqu'elle  est  a  l'origine  (a 
la  suite  de  deux  divisions  successives  qui  s'enchai- 
nent  apres  un  seul  doublement  du  materiel  gene¬ 
tique)  de  4  cellules  haploides  genetiquement 
differentes  entre  elles,  et  differentes  de  la  cellule 
initiale.  On  rappelle  que  c'est  grace  aux  meca¬ 
nismes  dits  du  brassage  interchromosomique  et 
du  brassage  intrachromosomique  ( crossing-over ), 
que  la  meiose  est  responsable  de  la  variabilite 
genetique  des  populations,  ce  qui  favorise  leur 


evolution  ;  voir  l'encart  suivant.  L'ordre  dans 
lequel  interviennent  les  evenements  de  la  meiose 
et  de  la  fecondation  et  la  duree  relative  des  phases 
haploide  et  diploide,  sont  a  l'origine  de  toute  la 
diversity  des  types  de  cycles  de  reproduction 
sexuee  rencontres  chez  les  Eucaryotes. 

La  prophase  de  la  premiere  division  de  la 
meiose  est  originale,  car  beaucoup  plus  longue  et 
plus  complexe  que  celle  d'une  mitose  ;  elle  est 
divisee  en  5  stades  :  leptotene,  zygotene,  pachy¬ 
tene,  diplotene  et  diacinese.  Pendant  cette  pro¬ 
phase  I,  et  en  meme  temps  qu'ils  s'individualisent 
et  se  raccourcissent,  les  chromosomes  homologues 
(caracteristiques  de  toute  cellule  diploide)  se  rap- 
prochent,  s'accolent  ensuite  sur  toute  leur  lon¬ 
gueur  (on  parle  de  bivalents),  puis  commencent  a 
se  separer.  La  metaphase  I  voit  la  mise  en  place, 
sur  le  plan  equatorial,  des  n  paires  de  chromo¬ 
somes  homologues  en  voie  de  separation,  deja  di¬ 
ves  en  deux  chromatides  sceurs.  A  l'issue  de  cette 
premiere  division,  chaque  cellule  herite  done  d'un 
lot  de  n  chromosomes  homologues.  La  deuxieme 
division  de  meiose,  qui  s'effectue  sur  des  cellules 
deja  haploides,  consiste  simplement  dans  la  sepa¬ 
ration  complete  des  deux  chromatides  de  chaque 
chromosome  duplique  et  dans  leur  repartition 
dans  les  deux  cellules-filles  (4  en  tout). 

COMMENTAIRE 

Meiose  et  brassage  des  genes 

Mecanisme  chromosomique  compensateur  de  la 
fecondation  au  cours  du  cycle  de  vie  des  orga- 
nismes  a  reproduction  sexuee,  la  meiose  est 
d'abord  un  mecanisme  generateur  de  diversite 
genetique  grace  a  deux  types  de  brassage  des 
genes,  qui  agissent  simultanement,  et  dont  le 
resultat  global  constitue  la  «recombinaison 
genetique  ». 

Le  brassage  interchromosomique  est  lie  a  la 
simple  disposition  des  bivalents  sur  le  plan 
equatorial,  en  metaphase  de  premiere  division, 
qui  met  en  place  aleatoirement  les  chromo¬ 
somes  homologues  paternels  et  maternels  de 
fagon  quelconque,  d'un  cote  ou  de  l'autre  du 
plan.  Ce  phenomene  contribue  done  a  reassor- 
tir,  dans  les  quatre  cellules  issues  de  la  meiose, 
les  chromosomes  d'origine  paternelle  et  mater- 
nelle.  Le  nombre  de  combinaisons  differentes 
obtenues  par  ce  phenomene  lie  au  seul  hasard 
est  fonction  du  nombre  n  de  paires  (2  a  la  puis¬ 
sance  n)  ;  chez  l'Homme,  on  a  ainsi  plus  de 
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8  millions  de  possibilities  d'associer  les  23  chro¬ 
mosomes  dans  les  gametes  ! 

Le  brassage  intrachromosomique  est  lie  a  l'acco- 
lement  etroit  des  deux  homologues  (deja  dupli- 
ques)  au  cours  des  stades  zygotene  et  pachytene 
de  la  prophase  I.  A  ce  moment-la,  il  se  produit 
des  echanges  de  materiel  genetique  entre  les 
chromatides  non  soeurs,  au  niveau  de  zones 
equivalentes  et  portant  la  meme  information 
genetique.  Ce  processus,  qui  est  appele  « cros¬ 
sing-over »,  se  manifeste  cytologiquement  par 
des  figures  caracteristiques  de  «croisement  de 
chromatides »,  que  l'on  nomme  chiasmas,  au 
stade  diplotene.  De  fa  con  tres  schematique,  on 
peut  considerer  que  des  chromatides  homo¬ 
logues  se  cassent  en  des  endroits  equivalents  et 
se  «recollent»  de  maniere  erronee.  Cet  evene- 
ment  peut  se  produire  en  plusieurs  endroits, 
simultanement,  le  long  d'un  meme  chromosome. 

Des  segments  chromosomiques  (et  done  des 
genes)  d'origine  paternelle  peuvent  ainsi  etre 
associes  a  des  chromosomes  maternels,  et  inver- 
sement.  Si  les  formes  de  ces  genes  etaient  initia- 
lement  differentes  (alleles),  on  comprend 
comment  ce  processus  realise  un  brassage  gene¬ 
tique  a  l'interieur  des  molecules  d'ADN. 


1.2,  Roles  des  divisions  chez  les  etres 
unicellulaires 


La  division  est  le  seul  mode  de  reproduction 
des  unicellulaires  ;  chez  ces  organismes  fortement 
infeodes  a  leur  environnement  et  tres  dependants 
des  sources  alimentaires,  elle  constitue  un  moyen 
de  colonisation  rapide  des  milieux.  La  strategie 
evolutive  developpee  par  la  plupart  des  Procaryotes 
(au  moins  les  formes  libres)  est  basee  :  1)  sur  une 
croissance  et  une  multiplication  rapides  condui- 
sant  a  de  tres  grands  effectifs,  lorsque  les  conditions 
sont  favorables,  et  2)  sur  le  maintien  d'un  genome 
haploide.  Ces  deux  conditions  permettent  aux 
nombreuses  mutations  apparues  dans  la  population 
de  s'exprimer  immediatement,  ce  qui  conduit  a 
une  selection  instantanee  des  genotypes  les  plus 
adaptes  lors  d'un  changement  de  milieu.  On 
retrouve  cette  strategie  chez  de  nombreux  micro- 
organismes  eucaryotiques  tels  que  les  Protistes  ou 
la  levure,  a  la  difference  pres  que  ces  derniers  ont 


« invente »  la  reproduction  sexuee,  dont  nous  avons 
rappele  brievement  les  avantages  considerables. 

1.3  Roles  des  divisions  chez  les  etres 
pluricellulaires 


Nous  verrons  dans  le  chapitre  14  que  la  specia¬ 
lisation  des  cellules  et  leur  organisation  en  tissus  a 
permis  aux  organismes  pluricellulaires  l'acquisition 
d'une  certaine  independance  vis-a-vis  des  condi¬ 
tions  physico-chimiques  changeantes  du  milieu 
environnant.  La  contrepartie  a  ete  la  necessite  de 
controler  a  la  fois  des  processus  de  differentiation 
et  de  proliferation  de  cellules  qui  descendent  toutes 
d'une  cellule  unique,  l'oeuf,  point  de  depart  de 
tout  Metazoaire  ou  Metaphyte.  On  peut  distin- 
guer,  chez  ces  derniers,  plusieurs  categories  de 
divisions,  selon  la  place  quelles  occupent  dans  leur 
cycle  de  vie. 

1.3.1.  Divisions  de  developpement 

ET  DE  CROISSANCE 

Les  divisions  interviennent  a  deux  niveaux  au 
cours  du  developpement  des  organismes  pluricel¬ 
lulaires.  Dans  l'embryon  animal,  a  travers  les 
stades  de  segmentation  (ou  les  cellules  gardent  un 
caractere  indifferencie),  elles  font  passer  du  stade 
oeuf  au  stade  foetus  ou  larve,  qui  sont  des  formes 
deja  tres  organisees  ;  les  tissus  varies  se  differen- 
cient  peu  a  peu,  la  morphogenese  met  en  place  les 
organes,  les  correlations  intercellulaires  nerveuses 
ou  hormonales  s'installent.  Dans  une  deuxieme 
phase,  en  simplifiant,  les  divisions  cellulaires  assu- 
rent  la  croissance  des  ebauches  de  l'etre  miniature 
elabore  precedemment,  jusqu'a  atteindre  le  stade 
adulte  ;  on  peut  rappeler  a  ce  sujet  l'exemple  clas- 
sique  de  la  multiplication  des  chondrocytes  et  de 
la  croissance  du  cartilage.  Des  phenomenes  sem- 
blables  peuvent  etre  decrits  au  cours  du  develop¬ 
pement  des  Vegetaux  superieurs. 

1.3.2.  Divisions  chez  les  Animaux 
ou  les  Vegetaux  adultes 

Chez  les  Animaux  adultes,  la  croissance  est  en 
general  arretee  (bien  que  l'on  connaisse  quelques 
groupes,  tels  que  les  Crustaces  ou  les  Poissons,  ou 
elle  se  poursuit  toute  la  vie) ;  ceci  ne  veut  pas  dire 
que  les  divisions  y  sont  completement  arretees,  car 
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un  certain  nombre  de  tissus  qui  les  constituent 
sont  en  constant  renouvellement  :  cellules  san¬ 
guines,  epitheliums,  cellules  sexuelles,  etc.  Ce  pro¬ 
cessus  est  realise  grace  a  des  cellules-souches  ; 
chez  1'Homme,  qui  possede  environ  5. 10 13  cellules, 
on  calcule  que  106  cellules  se  divisent  par  seconde, 
a  tout  instant.  Par  ailleurs,  les  cellules  differenciees 
de  divers  organes  (foie,  pancreas)  conservent  une 
certaine  aptitude  a  se  multiplier,  bien  que  faible- 
ment,  et  permettent  ainsi  leur  entretien  (voir  cha- 
pitre  14).  Chez  les  Insectes  ou  les  Nematodes,  en 
revanche,  les  cellules  de  l'adulte  ne  se  multiplient 
plus,  sauf  celles  a  l'origine  des  gametes. 

La  multiplication  cellulaire  est  egalement  liee  a 
la  reparation  des  tissus  endommages  et  a  la  rege¬ 
neration  des  organes  chez  divers  organismes.  A 
cote  du  processus  de  cicatrisation,  on  connait  des 
exemples  de  tissus  dans  lesquels  des  cellules  a 
caractere  embryonnaire  sont  «mises  en  reserve », 
au  milieu  des  cellules  differenciees  elles-memes 
incapables  de  se  diviser  ;  c'est  le  cas  des  myo- 
blastes  (cellules-satellites)  situes  au  sein  des 
muscles  stries  squelettiques  des  Vertebres,  qui 
peuvent  se  remettre  a  proliferer  et  participent  a  la 
reparation  des  parties  lesees  du  tissu.  La  regenera¬ 
tion  est  un  phenomene  frequent  chez  de  nombreux 
Animaux  ;  on  en  decrit  des  exemples  chez  les 
Echinodermes,  les  Planaires,  les  Insectes  infe- 
rieurs,  les  Amphibiens  Urodeles,  etc.  (voir  chapitre 
14).  La  multiplication  cellulaire  est  enfin  associee  a 
la  reproduction  asexuee  que  l'on  observe  couram- 
ment  chez  les  Spongiaires,  les  Cnidaires,  les 
Annelides,  les  Cestodes,  etc.,  grace  a  des  pheno- 
menes  de  bourgeonnement  ou  de  proliferation 
localisee. 

Le  cas  des  plantes  superieures  est  un  peu  diffe¬ 
rent  puisque  la  morphogenese  et  la  croissance  y 
sont  continues  pendant  toute  la  vie,  en  particulier 
chez  les  plantes  perennes.  Ces  fonctions  y  sont 
assurees  par  les  meristemes  caulinaires  et  raci- 
naires,  tant  primaires  que  secondaires.  Ces  tissus  a 
caractere  embryonnaire  assurent  une  croissance 
indefinie  en  longueur  et  en  epaisseur  des  tiges  et 
des  racines  (mais  les  arbres  meurent  aussi !).  Nous 
verrons  dans  le  chapitre  14  que  les  cellules  vege- 
tales  conservent  en  general  une  forte  aptitude  a  la 
dedifferenciation,  a  la  proliferation  et  a  la  regene¬ 
ration  de  plantes  entieres  (totipotence),  ce  qui 
conduit,  d'une  part,  a  de  grandes  possibilites  de 
multiplication  vegetative  naturelle  et  a  toutes  les 
pratiques  de  la  propagation  artificielle,  d'autre 


2.  MECANISMES  MOLECULAIRES 
DE  LA  DUPLICATION 
DU  MATERIEL  GENETIQUE 


2.1  Principe  de  la  replication  de  I'ADN 


La  molecule  d'ADN  (dont  la  structure  a  ete  elu- 
cidee  en  1953)  contient  en  elle-meme  son  propre 
principe  de  replication  :  la  complementarity  ste- 
rique  des  bases  A  et  T,  ainsi  que  celle  des  bases  G 
et  C,  permet  de  comprendre  comment  chaque  brin 
est  capable  de  dieter  la  sequence  de  son  comple¬ 
ment  et  peut  servir  de  matrice  pour  la  synthese 
d'un  deuxieme  brin.  Les  differentes  etapes  de  ce 
processus  sont  previsibles  :  1)  separation  des  deux 
brins  (denaturation) ;  2)  alignement  de  nucleotides 
successifs  complementaires  sur  chacun  d'eux  ; 
3)  soudure  (ligature)  des  differents  nucleotides 
pour  former  une  chaine  continue  ;  4)  separation 
des  deux  molecules  filles. 

Sur  la  base  de  ce  principe,  differentes  modalites 
de  synthese  ont  historiquement  ete  envisagees  ; 
elles  seront  presentees  plus  loin.  En  fait,  la  reponse 
a  ces  questions  etait  apportee  chez  les  Bacteries 
par  M.  Meselson  et  F.  Stahl  des  1958.  Ces  auteurs 
ont  mis  au  point  et  developpe  la  technique  analy- 
tique  de  centrifugation  en  gradient  de  chlorure  de 
cesium  (CsCl)  decrite  dans  le  chapitre  3.  On  rap- 
pelle  simplement  qu'elle  permet  de  separer  des 
molecules  d'ADN  possedant  en  solution  des  den- 
sites  de  flottaison  tres  voisines  (1,710  et 
1,717  g.crrr3,  par  exemple).  Des  legeres  differences 
de  densite  de  ce  type  sont  obtenues  lorsque  I'ADN 
est  enrichi  en  atomes  de  l'isotope  stable  et  lourd 
de  l'azote  :  15N,  au  lieu  de  l'isotope  le  plus  courant : 
14N. 

L'experience  conduite  par  Meselson  et  Stahl 
est  la  suivante  :  une  souche  de  Escherichia  coli  est 
cultivee  pendant  de  nombreuses  generations  dans 
un  milieu  de  culture  contenant  des  sels  d'azote 
(NH+  ou  NO”)  tres  enrichis  en  15N.  Toutes  les 
molecules  azotees  de  ces  cellules,  et  en  particulier 
leur  ADN,  portent  done  en  majority  des  atomes 
d'azote  15N.  Apres  purification,  cet  ADN  est  mis 
en  solution  dans  du  CsCl  concentre  (6  M)  ;  au 
cours  de  cette  operation,  le  chromosome  bacterien 
est  en  general  casse  en  plusieurs  centaines  de  mor- 
ceaux.  La  technique  d'ultracentrifugation  en  gra¬ 
dient  de  densite  montre  que  cet  ADN  s'equilibre  a 
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une  position  correspondant  a  une  densite  de 
1,724  g.cm-3  (ADN  lourd),  alors  qu'un  ADN 
temoin  de  meme  origine  biologique  aurait  une 
densite  de  1,710  g.cm-3  (ADN  leger). 

Sur  la  base  de  cette  possibility  de  distinguer 
aisement  differents  ADN,  les  auteurs  ont  construit 
le  protocole  suivant  :  des  Bacteries  cultivees  pen¬ 
dant  de  nombreuses  generations  en  presence  de 
15N,  sont  rapidement  transferees  (apres  lavage) 
dans  un  milieu  de  culture  normal,  contenant  des 
sels  d'azote  14N.  La  culture  est  poursuivie  pendant 
un  temps  tel  que  trois  generations  puissent  se 
derouler  (soit  environ  90  min,  a  37°C).  Au  cours  de 
cette  periode  de  chasse,  des  echantillons  de  cel¬ 
lules  sont  preleves  a  des  moments  successifs,  leur 
ADN  est  extrait  et  analyse  sur  gradient  de  CsCl. 
Le  resultat  des  centrifugations  est  presente  dans  la 
figure  12.1.  Diverses  populations  de  molecules 
d'ADN  apparaissent  au  cours  du  temps,  apres  le 
transfert : 

-  0  min  (mise  en  culture  sur  le  milieu  normal)  : 
une  seule  bande  d'ADN  lourd. 


direction  de  I’acceleration 
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Figure  12.1 

Resultats  et  interpretation  de  I'experience 
de  Meselson  et  Stahl 


- 15  min  (generation  0,5)  :  deux  bandes  equiva- 
lentes  en  taille  :  ADN  lourd  et  ADN  de  densite 
intermediate  :  d  =  1,717. 

-  30  min  (generation  1)  :  une  seule  bande  de  den¬ 
site  intermediate. 

-  45  min  (generation  1,5)  :  deux  bandes  dont  l'une 
correspond  a  de  l'ADN  leger  et  l'autre  a  de 
l'ADN  de  densite  intermediate  ;  la  premiere 
bande  est  plus  petite  que  la  seconde. 

-  60  min  (generation  2)  :  meme  observation,  mais 
les  deux  bandes  sont  de  taille  equivalente. 

-  90  min  (generation  3)  :  meme  observation,  mais 
la  bande  legere  est  environ  trois  fois  plus  abon- 
dante  que  l'autre.  Si  l'on  poursuit  I'experience, 
on  constate  que  ce  dernier  profil  a  deux  bandes 
n'est  plus  modifie  ;  la  bande  d'ADN  de  densite 
intermediate  tend  simplement  peu  a  peu  a  dis- 
paraitre  au  profit  de  la  bande  d'ADN  leger,  qui 
s'accroit. 

La  principale  conclusion  est  qu'il  n'existe  que 
trois  categories  distinctes  d'ADN  ;  il  n'y  a  pas  de 
continuity  dans  les  densites  au  cours  du  temps, 
c'est-a-dire  qu'on  ne  passe  pas  progressivement 
d'une  espece  d'ADN  a  une  autre  (chaque  bande 
apparait  ou  disparait  sur  place).  Ce  phenomene  est 
interprete  ainsi  :  l'ADN  de  densite  intermediate 
qui  apparait  au  debut  de  I'experience  est  constitue 
de  deux  sous-unites,  l'une  lourde  (ancienne)  et 
l'autre  legere  (neosynthetisee  dans  le  milieu  14N)  ; 
c'est  une  molecule  «hybride»  qui  a  necessity,  pour 
etre  fabriquee,  la  separation  complete  et  definitive 
des  deux  sous-unites  de  la  molecule  lourde  initiale. 
Le  meme  processus  se  repete  a  toutes  les  genera¬ 
tions  :  chaque  molecule  double-brin  est  constituee 
a  partir  d'une  sous-unite  ancienne  et  d'une  sous- 
unite  nouvellement  synthetisee. 

Ce  type  de  replication  est  dit  semi-conservatif 
car  chacun  des  brins  de  la  molecule-mere  d'ADN 
se  retrouve  integralement  dans  les  molecules-filles. 
Ces  experiences  ont  permis  d'eliminer  deux  autres 
hypotheses  concemant  la  replication  de  l'ADN  :  le 
modele  conservatif  et  le  modele  dispersif.  Le  pre¬ 
mier  prevoit  que  la  molecule-mere  lourde  se 
retrouve  integralement  dans  l'une  des  molecules- 
filles  (l'autre  etant  completement  neosynthetisee) 
et  qu'elle  persiste  a  chaque  generation  ;  il  n'y  a 
done  jamais  de  molecule  de  densite  intermediaire 
dans  ce  modele.  Le  second  prevoit  que  des  seg¬ 
ments  de  molecules  hybrides  existent  le  long  des 
molecules-filles,  c'est-a-dire  que  les  brins  de  depart 
peuvent  etre  fragmentes  longitudinalement  et  non 
pas  conserves  d'un  bout  a  l'autre,  comme  dans  le 
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systeme  semi-conservatif  ;  on  devrait  done  obser¬ 
ver  une  variation  continue  de  la  densite  de  l'ADN 
au  cours  du  temps,  allant  regulierement  de  «lourd 
vers  leger».  Dans  cette  experience,  l'existence  des 
molecules  de  densite  intermediaire  des  la  genera¬ 
tion  1  permet  d'eliminer  le  modele  conservatif, 
tandis  que  l'existence  de  molecules  entierement 
legeres,  apparaissant  a  la  generation  2,  et  se  main- 
tenant  par  la  suite,  permet  d'eliminer  le  modele 
dispersif. 


2.2  Allongement  des  chaTnes 

polynudeotidiques  :  polarisation 
du  processus  de  synthese 


Les  travaux  de  A.  Kornberg,  des  1958,  ont  mon- 
tre  qu'un  extrait  acellulaire  de  E.  coli  pouvait  pro- 
voquer  in  vitro  la  polymerisation  des  quatre 
desoxyribonucleotides  triphosphates  (dATP, 
dCTP,  dGTP,  dTTP  :  dNTP)  en  ADN,  a  condition 
que  soit  fournie  au  depart  une  certaine  quantite 
d'ADN  agissant  comme  matrice.  Les  quatre 
nucleotides  etaient  absolument  indispensables,  et 
l'ADN  synthetise  avait  une  composition  moyenne 
semblable  a  celle  de  l'ADN  matrice.  Ceci  suggerait 


qu'il  ne  s'agissait  pas  d'une  elongation  aleatoire 
des  brins  fournis,  mais  bien  d'un  vrai  recopiage, 
d'une  replication.  Les  caracteristiques  de  la  pro- 
teine  responsable  de  la  polymerisation  :  l'ADN 
polymerase,  sont  les  suivantes  : 

1)  elle  necessite  la  presence  d'une  matrice  simple- 
brin  qu'elle  recopie  selon  la  regie  de  comple- 
mentarite  classique ; 

2)  elle  exige  la  presence  d'une  amorce  (d'ADN  ou 
d'ARN)  deja  associee  a  la  matrice  par  des  liai¬ 
sons  hydrogene  ;  cette  amorce  presente  une 
extremite  3'  OH  libre,  et  e'est  a  son  niveau  que 
demarre  la  replication ; 

3)  elle  a  comme  substrats  exclusifs  les  quatre 
dNTP  qui  apportent  l'energie  necessaire  a  la 
reaction  de  liaison  sous  la  forme  de  liaisons 
riches  phosphoester ; 

4)  elle  polymerise,  a  partir  de  l'amorce,  une  chaine 
de  nucleotides  dans  le  sens  5'  — >  3'  uniquement, 
car  les  nouveaux  nucleotides  s'accrochent  tou- 
jours  sur  le  groupement  3'  OH  libre  du  dernier 
nucleotide  mis  en  place  ;  le  processus  est  done 
oriente. 

Le  principe  du  mecanisme  de  la  replication  est 
resume  dans  la  figure  12.2.  Chez  les  Procaryotes,  il 
existe  trois  ADN  polymerases  qui  different  par 
leur  masse  moleculaire,  le  nombre  des  sous-unites 


brin  allonge  d’un  nucleotide  en  3’OH  molecule  d’ADN  polymerase 


Figure  12.2 

Principe  de  la  replication  de  l'ADN 

(a)  Mecanisme  de  liaison  d'un  dNTP  au  niveau  de  la  fonction  3'  OH  du  dernier  nucleotide  d'un  brin  d'ADN  ;  une 
molecule  de  pyrophosphate  (P.P)  est  eliminee.  (b)  Allongement,  dans  le  sens  5'  — >  3',  d'un  brin  d'ADN  utilisant  un 
brin  matrice  complementaire,  catalyse  par  une  molecule  d'ADN  polymerase. 
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qui  les  constituent,  leur  abondance  dans  la  cellule 
et  l'existence  d'activites  exonucleasiques  associees 
(sur  lesquelles  rien  ne  sera  dit  ici).  Deux  d'entre 
elles  sont  specialisees  dans  la  reparation  de  l'ADN 
endommage,  tandis  que  la  troisieme  intervient 
dans  la  replication. 

2.3  Fonctionnement  des  yeux 
et  des  fourches  de  replication 


Toutes  les  ADN  et  ARN  polymerases  connues, 
procaryotiques  ou  eucaryotiques,  fonctionnent 
dans  un  seul  sens  :  5'  — >  3' ;  nous  verrons  que  ceci 
pose  un  probleme  lorsqu'il  s'agit  de  repliquer  une 
molecule  d'ADN  double-brin,  ce  qui  est  le  cas 
general. 

2.3.1.  Notions  d' ceil 

ET  DE  FOURCHE  DE  REPLICATION 

Le  demurrage  de  la  replication  implique  la  for¬ 
mation  d'une  petite  zone  de  denaturation  de 
l'ADN,  qui  met  a  nu  les  deux  brins,  afin  que  cha- 
cun  d'eux  puisse  servir  de  matrice  ;  une  amorce 
adequate  est  ensuite  installee  sur  ces  deux  simple- 
brins  afin  d'engager  la  replication.  Nous  verrons 
plus  loin  comment  ces  processus  initiaux  sont 
effectivement  mis  en  oeuvre  au  niveau  du  point  de 
depart,  appele  origine  de  replication.  Comme  les 
deux  brins  de  l'ADN  sont  antiparalleles,  les  deux 
amorces  sont  dirigees  en  sens  oppose  ;  les  deux 
molecules  d'ADN  polymerase  se  deplacent  done 
dans  des  directions  opposees,  chacune  sur  son  brin 
matrice  :  la  progression  est  bidirectionnelle.  La 
zone  de  denaturation  initiale  est  ainsi  agrandie  et 
prend  la  forme  d'un  ceil  (oeil  de  replication),  dans 
lequel  les  processus  progressent  de  fa  con  syme- 
trique  par  rapport  a  l'origine  (voir  figure  12.3). 

Cette  description  souleve  un  probleme  lie  au 
caractere  incomplet  de  la  replication,  puisque  la 
structure  obtenue  reste  simple-brin  sur  une  moitie 
de  chaque  demi-oeil  (du  cote  de  5'  de  chaque 
amorce).  Comme  l'ceil  de  replication  correspond  a 
une  realite  biologique,  visible  au  microscope  chez 
les  Procaryotes  comme  chez  les  Eucaryotes  (voir 
plus  loin),  il  a  fallu  trouver  une  explication  a  cette 
anomalie.  Le  terme  de  fourche  de  replication,  qui 
sera  souvent  utilise  a  partir  de  maintenant,  doit 
etre  defini  ici  :  une  fourche  correspond  a  chacune 
des  deux  parties  de  l'ceil  qui  a  une  forme  de  Y.  Les 


deux  fourches,  au  niveau  desquelles  se  deroulent 
les  evenements  cles  de  la  replication,  ont  un  fonc¬ 
tionnement  identique  et  progressent  de  fa^on 
opposee,  a  la  meme  vitesse. 

2.3.2.  Syntheses  du  brin  continu 

ET  DU  BRIN  DISCONTINU 

L'explication  du  phenomene  a  ete  apportee, 
chez  les  Bacteries,  grace  a  des  experiences  de  mar- 
quage  radioactif  bref  de  l'ADN  in  vivo  (pulses).  On 
montre  que  l'ADN  de  ces  cellules  contient  de 
courts  fragments  d'ADN  simple-brin  (1  000-2  000 
nucleotides)  lies  a  la  molecule-mere  par  des  liai¬ 
sons  hydrogene,  a  proximite  des  fourches  de  repli¬ 
cation.  Ces  fragments  (dits  fragments  d'Okasaki, 
du  nom  de  leur  decouvreur),  participent  a  la  repli¬ 
cation  de  la  deuxieme  branche  de  la  fourche  de  la 
maniere  decrite  dans  la  figure  12.3  ;  des  fragments 
equivalents  ont  aussi  ete  mis  en  evidence  chez  les 
Eucaryotes,  mais  leur  longueur  est  environ  dix  fois 
plus  courte.  Les  deux  brins  d'ADN  ont  done  un 
mode  de  fabrication  completement  different ;  celui 
a  synthese  continue  est  dit  brin  precoce  (ou  brin 
avance),  celui  a  synthese  discontinue,  resultant  de 
la  soudure  des  fragments  d'Okasaki,  est  dit  brin 
tardif  (ou  brin  retarde). 

2.3.3.  Enzymologie  de  la  fourche 

DE  REPLICATION 

Apres  avoir  examine  la  replication  sous  un  angle 
mecanique,  il  faut  maintenant  l'analyser  dans  ses 
aspects  enzymologiques.  L'ouverture  de  la  mole¬ 
cule  double-brin  au  niveau  de  l'origine  de  replica¬ 
tion  met  en  jeu  des  proteines  d'initiation 
specifiques,  qui  reconnaissent  des  sequences 
d'ADN  caracteristiques  de  cet  endroit  des  chromo¬ 
somes,  et  se  fixent  sur  elles.  Ces  proteines  et  ces 
sequences  sont  bien  identifiees  chez  les  Bacteries, 
mais  elles  restent  mal  connues  chez  les  Eucaryotes. 
Une  deuxieme  categorie  de  proteines,  capables  de 
separer  les  deux  brins  de  l'ADN,  intervient 
ensuite  :  elles  sont  appelees  helicases.  Le  proces¬ 
sus  de  denaturation  exige  de  l'energie,  et  celles-ci 
necessitent  de  l'ATP  pour  fonctionner  :  ces 
ATPases/ADN  dependantes  sont  parfois  appelees 
«facteurs  de  detorsion »  (voir  figure  12.4). 

Lorsque  l'ceil  initial  est  suffisamment  ouvert, 
une  amorce  est  installee  sur  chaque  brin ;  cette  ope¬ 
ration  ne  peut  etre  realisee  par  des  ADN  polyme¬ 
rases,  car  ces  enzymes  ne  savent  pas  demarrer  une 
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ADN  oeil  de  denaturation  avec  2  amorces 

a  repliquer  d’ARN  antiparalleles 


these  discontinue 


Figure  12.3 

Fonctionnement  simplifie  d'un  oeil  de  replication 

A  mesure  que  celui-ci  s'ouvre,  sous  la  «poussee»  du 
brin  d'ADN  synthetise  de  fagon  continue  (brin  precoce), 
de  nouvelles  amorces  d'ARN  s'installent  sur  le  simple- 
brin  oppose  qui  est  degage  ;  elles  permettent  une  poly¬ 
merisation  normale  (5'  — >  3')  pour  le  nouveau  brin,  mais 
qui  se  fait  a  contre-courant  du  sens  de  l'ouverture  de  la 
fourche.  La  synthese  de  ce  brin  est  done  discontinue, 
puisqu'elle  se  realise  par  morceaux  fabriques  successive- 
ment  et  mis  bout  a  bout ;  ces  segments  sont  ensuite  liga¬ 
tures  les  uns  aux  autres  pour  former  un  brin 
physiquement  continu  (brin  tardif). 


synthese  de  brin  complementaire.  Ces  amorces 
sont  toujours  constitutes  d'ARN  car  seules  les 
ARN  polymerases  peuvent  fabriquer  directement 
un  ARN  sur  de  l'ADN  ;  les  enzymes  specifiques 
qui  fonctionnent  au  niveau  des  yeux  de  replication 
sont  appelees  ARN  primases  ( primer  =  amorce)  et 
elles  synthetisent  de  courts  fragments  d'ARN  (15- 
30  nucleotides  environ).  Lorsque  ces  amorces  sont 
en  position,  les  primases  laissent  la  place  a  des 
ADN  polymerases  (dites  ADN  Pol  III)  qui  trou- 
vent  ainsi  des  groupements  3'OH  qu'elles  utilisent 
pour  prolonger  le  brin.  Les  deux  brins  precoces  du 
schema  decrit  plus  haut  sont  ainsi  synthetises  de 
fa  con  continue  a  mesure  que  les  helicases  progres- 


La  synthese  du  second  brin  pose  un  probleme  lie 
au  fonctionnement  des  polymerases  dans  le  sens 
5'  — »  3'.  Lorsqu'un  segment  assez  long  d'ADN 
simple-brin  est  degage  au  niveau  de  la  fourche,  une 
ARN  primase  s'installe  a  ce  niveau  et  y  fabrique 
une  amorce  dont  le  3'OH  est  evidemment  tourne 
dans  le  sens  oppose  a  la  progression  de  la  fourche. 
L'ADN  polymerase  III  utilise  ensuite  cette  amorce 
et  allonge  un  nouveau  brin  d'ADN,  en  fonction- 
nant  a  contre-courant  de  l'ensemble  du  systeme, 
mais  la  longueur  de  ce  brin  est  limitee  par  la  place 
disponible  en  avant  de  l'enzyme.  La  synthese  est 
done  discontinue  et  se  deroule  ainsi  :  la  fourche 
ayant  continue  de  progresser  dans  l'intervalle  de 
temps,  un  nouveau  segment  d'ADN  simple-brin 
est  degage  au  niveau  de  la  fourche  et  la  primase 
peut  fabriquer  une  nouvelle  amorce  qui  sera 
exploitee  par  l'ADN  polymerase  ;  et  ainsi  de  suite. 
Cette  derniere  enzyme  va,  a  un  moment  donne, 
buter  sur  l'amorce  d'ARN  faite  precedemment  ; 
e'est  alors  qu'intervient  une  activite  enzymatique  de 
type  ARNase,  qui  digere  progressivement  l'ARN, 
afin  qu'il  puisse  etre  remplace  par  de  l'ADN  (acti- 
vites  assurees  par  l'ADN  Pol  I).  On  obtient  ainsi 
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Figure  12.4 

Principales  activites  enzymatiques  impliquees 
dans  le  fonctionnement  d'une  fourche  de  replication 
La  progression  de  la  synthese  des  nouveaux  brins  est 
tres  differente  selon  que  l'on  considere  le  brin  precoce 
ou  bien  le  brin  tardif.  Ce  principe  general  de  replication 
de  l'ADN,  qui  utilise  pres  d'une  dizaine  de  proteines,  est 
valable  aussi  bien  chez  les  Procaryotes  que  chez  les 
Eucaryotes. 
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une  succession  de  segments  d'ADN,  juxtaposes 
mais  non  soudes,  representant  le  deuxieme  brin 
neosynthetise  :  ce  sont  les  fragments  d'Okasaki, 
qui  sont  enfin  relies  par  des  liaisons  phosphoester 
grace  a  une  ligase,  enzyme  consommant  de  l'ATP 
pour  realiser  cette  operation. 

Toutes  les  enzymes  impliquees  dans  la  polyme¬ 
risation  constituent  un  tres  gros  edifice  fonction- 
nant  au  coeur  de  la  fourche,  incluant  deux 
molecules  d'ADN  polymerase  (une  pour  chaque 
brin)  ainsi  qu'un  complexe  associant  l'helicase  et 
la  primase.  D'autres  proteines  sont  mises  en  jeu  au 
niveau  de  la  fourche  :  il  s'agit  des  proteines  de  sta¬ 
bilisation  du  simple  brin,  qui  se  fixent  sur  le  brin 
matrice  utilise  a  contre-courant  ;  leur  role  est 
d'empecher  que  celui-ci  ne  se  renature  sur  lui- 
meme  si  des  sequences  auto-complementaires 
existent  a  proximite  l'une  de  l'autre.  La  progression 
des  polymerases  serait  entravee  par  l'existence 
d'«epingles  a  cheveux  double-brin»  se  mettant 
spontanement  en  place  sans  l'intervention  de  ces 
proteines  specifiques. 

II  faut  enfin  evoquer  un  dernier  probleme  pose 
au  niveau  des  fourches  :  le  surenroulement  ;  a 
mesure  que  l'ceil  s'agrandit,  lors  de  la  replication, 
l'ADN  non  replique  qui  se  trouve  de  part  et  d' autre 
est  soumis  a  une  tension  mecanique  (torsion)  de 
plus  en  plus  grande.  Pour  visualiser  ceci,  il  suffit 
d'ouvrir  les  brins  d'une  ficelle  double  et  de  les 
ecarter  progressivement :  on  constate  que  les  deux 
extremites  libres  se  mettent  a  tourner  ;  en  revan¬ 
che,  si  elles  ne  sont  pas  libres,  l'ecartement  de  l'ceil 
conduit  a  l'apparition  de  vrilles  et,  pour  cette  rai¬ 
son,  il  existe  une  limite  a  la  taille  de  l'ceil  qui  peut 
etre  ouvert.  Or,  ce  probleme  se  pose  au  sein  des 
chromosomes,  soit  parce  qu'ils  sont  fermes  sur 
eux-memes  (cas  des  ADN  bacteriens),  soit  parce 
que  les  longues  molecules  lineaires  sont  fixees  au 
niveau  de  structures  les  empechant  de  tourner 
librement,  et  forment  des  boucles  (cas  des  Euca¬ 
ryotes).  Les  cellules  disposent  en  fait  d'un  systeme 
qui  permet  a  l'ADN  de  tourner  librement  en  avant 
des  fourches  :  des  enzymes  specifiques  coupent  la 
molecule,  soit  sur  un  brin,  soit  sur  les  deux,  et  la 
referment.  Dans  l'intervalle,  l'ADN  a  pu  tourner  et 
liberer  la  tension  mecanique,  a  la  maniere  de  ce 
qui  se  passe  au  niveau  d'un  emerillon  place  le  long 
d'une  chaine  ;  on  appelle  topoisomerases  ces 
enzymes  qui  changent  simplement  la  topologie 
des  molecules  d'ADN. 

La  replication,  qui  implique  un  nombre  impor¬ 
tant  de  proteines  distinctes,  est  done  un  pheno- 


mene  d'une  extreme  complexity  Cependant,  grace 
a  divers  mecanismes  de  verification  et  de  correc¬ 
tion  du  message  recopie,  ce  processus  presente 
une  fidelite  remarquable,  puisqu'une  seule  erreur 
sur  10 9  paires  de  bases  est  commise.  Ce  sont  ces 
mutations  qui,  lorsqu'elles  sont  tolerees  par  les 
organismes,  sont  responsables  du  fait  que  la  vie 
n'est  pas  indefiniment  restee  figee  dans  un  meme 
schema  depuis  son  apparition  sur  la  terre  (voir 
chapitre  1).  Il  existe  enfin  des  mecanismes  permet- 
tant  la  reparation  de  l'ADN  accidentellement 
endommage  par  des  agents  chimiques  ou  phy¬ 
siques,  qui  utilisent  des  processus  communs  a  ceux 
mis  en  jeu  dans  la  replication  (voir  plus  loin). 

2.4  Duplication  du  chromosome  bacterien 


2.4.1.  MlSE  EN  EVIDENCE  CYTOLOGIQUE 
DU  PHENOMENE 

Les  premieres  experiences  relatives  a  cette  ques¬ 
tion  datent  de  1963  (J.  Cairns)  ;  elles  font  date  dans 
l'histoire  de  la  biologie  moleculaire  car  elles  ont 
fourni  les  premieres  images  du  chromosome  bac¬ 
terien  complet  en  train  de  se  dupliquer.  Elles  sont 
basees  sur  l'utilisation  de  precurseurs  radioactifs 
de  l'ADN,  afin  de  le  visualiser  par  autoradiogra- 
phie  (voir  chapitre  3),  et  sur  la  mise  au  point  de 
techniques  tres  douces  d'isolement  du  chromo¬ 
some  bacterien  (voir  l'encart  suivant). 

Encart  historique 

La  visualisation  de  la  replication 
de  l'ADN  bacterien 

Des  cellules  de  E.  coli  sont  mises  en  culture  dans 
un  milieu  contenant  de  la  thymidine  3H,  qui 
s'incorpore  exclusivement  dans  l'ADN.  Apres 
des  temps  d'incubation  variables,  les  cellules 
sont  lysees  en  presence  de  detergent  et  sou- 
mises  a  un  choc  osmotique  :  elles  eclatent  done 
en  repandant  leur  contenu,  y  compris  leur  chro¬ 
mosome,  qui  se  deroule  plus  ou  moins.  Les  ope¬ 
rations  se  deroulent  directement  sur  une  lame 
de  verre  qui  sert  de  support  aux  molecules 
d'ADN.  Dans  la  mesure  ou  les  Bacteries  ne  sont 
pas  manipulees  et  agitees,  on  peut  imaginer  que 
leur  chromosome  reste  intact  ;  la  solution  de 
lyse  contient  en  outre  des  proteines  basiques 
qui  se  fixent  sur  lui  et  le  consolident.  L'autora- 
diographie  appliquee  a  ces  preparations  permet 
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de  visualiser  uniquement  (sous  la  forme  d'une 
succession  de  grains  d'argent)  les  molecules 
d'ADN  radioactives  collees  sur  la  lame,  ou  leurs 
seuls  segments  radioactifs,  si  elles  ne  sont  pas 
marquees  sur  toute  leur  longueur. 

Les  resultats  sont  les  suivants  :  lorsque  le  temps 
de  marquage  est  court  par  rapport  au  temps  de 
generation  (30  min),  les  figures  autoradiogra- 
phiques  observees  au  microscope  photonique 
ont  soit  la  forme  de  V  majuscules,  soit  la  forme 
d'yeux  semblables  a  ceux  decrits  de  fa  con  theo- 
rique  plus  haut  (voir  figure  12.5).  Pour  des  incu¬ 
bations  dans  le  traceur  de  5  min,  la  longueur 
d'ADN  marque  est  de  100  pm  environ  pour 
chaque  branche  du  V.  A  mesure  que  le  temps 
d'incubation  s'allonge,  on  constate  que  les 
branches  des  V  ou  la  taille  des  yeux  augmentent 
de  longueur.  Dans  tous  les  cas,  l'epaisseur  des 
traits  pointilles  visibles  au  microscope  reste 
constante,  ce  qui  temoigne  d'une  radioactivite 
egale  tout  le  long  de  l'ADN.  Lorsque  l'incuba- 
tion  depasse  la  duree  d'un  cycle  de  division, 
des  cercles  complets  de  1,2  mm  de  circonference 
sont  observes,  presentant  un  seul  oeil  dans 
lequel  une  des  deux  branches  est  nettement 
plus  epaisse  que  l'autre  ;  cette  difference 
d'epaisseur  traduit  l'existence  d'une  radioacti¬ 
vite  plus  intense  au  niveau  de  l'ADN.  Ce  type 
d'image  demontre  qu'il  existe  une  seule  origine 
de  replication  par  chromosome  bacterien,  a  par- 
tir  de  laquelle  se  met  en  place  un  ceil  unique 
qui,  en  s'agrandissant  progressivement,  fait  le 
tour  complet  de  la  molecule. 


Le  processus  de  replication  semi-conservative 
explique  le  fait  que,  lorsque  l'ADN  est  extrait  de 
cellules  ayant  fait  plus  d'un  cycle  de  division  dans 
le  traceur,  on  observe  un  cercle  complet  legere- 
ment  marque,  tandis  qu'une  des  branches  de  l'oeil 
(qui  s'est  mis  en  route  dans  le  milieu  radioactif)  est 
quant  a  elle  plus  fortement  marquee.  A  cet  endroit 
precis,  l'ADN  est  en  effet  marque  sur  ses  deux 
brins  :  un  qui  l'avait  ete  au  cours  du  cycle  de  repli¬ 
cation  precedent,  et  l'autre  qui  etait  en  train  de  se 
marquer  pendant  sa  synthese  au  moment  ou  il  a 
ete  extrait.  L'autre  branche  de  l'oeil  presente  un 
marquage  semblable  a  celui  du  reste  de  la  mole¬ 
cule  car,  a  son  niveau,  un  seul  des  deux  brins  est 
radioactif.  Ce  resultat  spectaculaire  ne  demontre 
pas  que  le  fonctionnement  de  l'oeil  de  replication 
est  bidirectionnel,  et  d'ailleurs  l'auteur  de  ces 
experiences  avait  conclu  a  un  fonctionnement  uni- 
directionnel  :  un  point  de  demurrage  fixe  et  une 
seule  fourche.  Des  experiences  ulterieures  ont  per- 
mis  de  corriger  cette  erreur  et  de  confirmer  des 
donnees  genetiques  qui  suggeraient  alors  un  phe- 
nomene  de  bidirectionnalite  de  la  replication. 

2.4.2.  Mecanismes  de  la  replication 
DU  CHROMOSOME  bacterien 

Des  experiences  plus  recentes  (1973)  demon- 
trent  que  les  points  de  demurrage  et  de  terminai- 
son  sont  en  fait  situes  de  fagon  diametralement 
opposee  dans  le  chromosome,  ce  qui  est  attendu  si 
les  deux  fourches  progressent  en  direction  oppo¬ 
see  et  a  la  meme  vitesse.  La  figure  12.6  presente  un 
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Resultats  et  interpretation  de  I'experience  de  Cairns 
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_  brin  d’ADN  normal  interpretation  de  I’experience 

-  brin  radioactif 

Figure  12.6 

Mecanisme  de  replication  du  chromosome  bacterien 

Dans  une  population  de  cellules  synchrones,  on  realise  un  marquage  radioactif  demarrant  a  la  fin  du  cycle  n°  1,  de 
sorte  que  la  radioactivite  s'incorpore  dans  l'ADN  au  niveau  de  la  region  du  point  de  terminaison  de  la  replication. 
Une  fois  ce  cycle  termine,  les  cellules  sont  encore  cultivees  en  presence  de  radioactivite  pendant  un  peu  plus  d'un 
cycle  de  division  (cycles  n°  2  et  3),  puis  elles  sont  traitees  pour  l'autoradiographie. 


protocole  construit  pour  demontrer  ce  fait ;  celui-ci 
est  base  sur  l'utilisation  d'une  culture  synchrone 
de  Bacteries,  c'est-a-dire  de  cellules  qui  (grace  a  un 
artifice  qui  ne  sera  pas  presente  ici)  sont  toutes,  a 
un  meme  moment,  au  meme  stade  de  leur  cycle  de 
division.  Ce  protocole  prevoit  que  : 

-  toutes  les  molecules  sont  marquees  sur  la  totalite 
de  leur  longueur  (au  cours  du  cycle  complet  n°  2) 
au  moins  sur  un  des  deux  brins  de  l'ADN,  de 
sorte  qu'elles  sont  completement  visibles  par 
autoradiographie ; 

-  une  molecule  sur  deux  a  sa  region  de  terminaison 
doublement  marquee  car  l'un  des  deux  brins  a 
ete  marque  a  ce  niveau  au  cours  de  la  fin  du  cycle 
n°  1  et  l'autre  l'aura  ete  a  la  fin  du  cycle  n°  2  ; 

-  les  yeux  de  replication  qui  s'engagent  au  debut 
du  cycle  n°  3  seront  eux  aussi  marques  sur  leurs 
deux  branches,  l'une  des  deux  l'etant  cependant 
deux  fois  plus  que  l'autre,  pour  des  raisons  sem- 
blables  a  celles  expliquees  plus  haut. 

Le  resultat  de  cette  experience  est  le  suivant  : 
pour  toutes  les  molecules  dans  lesquelles  la  region 
de  terminaison  est  reperable,  l'oeil  nouvellement 
ouvert  se  trouve  exactement  a  l'oppose  de  celle-ci 
dans  la  molecule  circulaire.  On  doit  done  conclure 
que  chez  E.  Coli  -  et  ceci  est  vrai  pour  toutes  les 
Bacteries  il  n'existe  par  chromosome  qu'un  seul 
point  de  demarrage  de  la  replication,  et  que  celle- 
ci  se  realise  de  maniere  bidirectionnelle. 


Ces  experiences  d'incorporation  permettent  en 
outre  de  comparer  les  vitesses  des  phenomenes 
observes  in  vivo  a  celles  obtenues  grace  a  des  sys- 
temes  reconstitutes  in  vitro.  On  mesure  de  cette 
facon  que  la  vitesse  de  progression  de  la  fourche 
chez  les  Procaryotes  est  d'environ  500  nucleotides 
par  seconde.  Sachant  que  le  genome  de  £.  Coli 
comprend  4,6.106  nucleotides  (voir  chapitre  4)  et 
qu'un  cycle  dure  environ  25  min,  on  calcule  que  la 
cellule  ne  peut  pas  repliquer  plus  de  1,5.106  nucleo¬ 
tides  pendant  cette  periode,  soit  moins  de  la  moitie 
du  chromosome.  Comment  regler  cette  contradic¬ 
tion  apparente  ?  En  fait,  lorsque  les  cellules  se  divi- 
sent  en  moins  de  75  min  (temps  minimum  pour 
que  les  donnees  concordent,  d'apres  le  calcul  pre¬ 
cedent),  les  chromosomes  entament  un  deuxieme 
cycle  de  division  avant  meme  que  le  premier  soit 
termine.  On  a  done  deux  yeux  emboites  l'un  dans 
l'autre,  de  sorte  que  la  cellule  replique  «en 
moyenne »  la  totalite  de  son  genome  dans  le  temps 
imparti  ;  lorsqu'une  cellule-fille  herite  d'un  chro¬ 
mosome,  il  est  deja  en  fait  partiellement  replique. 

2.4.3.  Separation  des  molecules-filles 

ET  DIVISION  DE  LA  CELLULE  BACTERIENNE 

Il  est  admis  que  les  gros  complexes  enzyma- 
tiques  intervenant  dans  la  replication  sont  associes 
a  la  membrane  plasmique  des  cellules  bacte- 
riennes  ;  l'ADN  reste  done  toujours  accroche  a  elle 
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et  c'est  lui  qui,  en  fait,  se  deplace  par  rapport  a  ces 
complexes  lors  de  sa  synthese  (contrairement  a  ce 
qui  a  ete  decrit,  pour  des  raisons  de  simplifica¬ 
tion).  A  la  fin  de  la  replication,  les  deux  chromo- 
somes-freres,  localises  dans  la  region  mediane  de 
la  cellule,  se  separent  puis  s'eloignent  l'un  de 
l'autre  a  la  faveur  d'une  synthese  de  membrane  et 
de  paroi  a  ce  niveau  (voir  plus  loin).  C'est  la  simple 
extension  de  cette  zone  interchromosomique  qui 
constitue  le  mecanisme  de  partage  de  l'informa- 
tion  genetique  entre  les  cellules-filles.  Du  point  de 
vue  cellulaire,  la  division  bacterienne  est  etroite- 
ment  couplee  a  la  duplication  du  chromosome  ;  la 
croissance  qui  se  produit  au  cours  de  la  vie  de  la 
cellule  conduit  a  un  doublement  de  sa  taille,  ce  qui 
se  traduit  en  general  par  un  allongement.  La  parti¬ 
tion  du  cytoplasme  en  deux  moities  egales  s'effec- 
tue  grace  a  une  cloison  mediane  (septum)  qui  se 
forme  au  niveau  d'un  repli  membranaire  localise 
entre  les  «pieds»  des  deux  chromosomes-freres 
venant  de  se  diviser.  Cette  cloison  fonctionne 
comme  un  diaphragme  qui  se  ferme  progressive- 
ment,  donnant  ainsi  naissance  a  deux  cellules-filles 
identiques  possedant  chacune  sa  propre  membrane 
et  sa  propre  paroi ;  la  figure  2.12  montre  des  Bacte- 
ries  en  cours  de  division. 


deux  marquages  successifs  in  vivo,  de  meme 
duree,  en  employant  deux  solutions  radioactives 
d'activites  specifiques  bien  differentes,  de  sorte 
que  le  signal  observe  sur  les  preparations  autora- 
diographiques  sera  d'autant  plus  fort  que  la  radio- 
activite  est  intense  au  niveau  de  l'ADN.  Dans  un 
premier  temps,  on  fournit  ainsi  aux  cellules  en  cul¬ 
ture  un  precurseur  faiblement  radioactif  qui  induira 
un  marquage  peu  intense  de  l'ADN,  puis  dans  une 
deuxieme  etape  on  ajoute  au  milieu  de  culture  une 
quantite  supplementaire  de  thymidine  fortement 
radioactive,  qui  marquera  davantage  l'ADN.  Cet 
artifice  permet  done  de  reperer  le  temps  dans  une 
experience  autoradiographique.  Comme  on 
s'adresse  en  general  a  des  cellules  non  synchrones 
et  dans  lesquelles  les  differentes  origines  de  repli¬ 
cation  ne  demarrent  pas  en  meme  temps,  les 
images  obtenues  sur  les  preparations  autoradio- 
graphiques  sont  beaucoup  plus  diverses  que  celles 
vues  chez  les  Bacteries. 

On  observe  soit  des  yeux  entierement  marques, 
soit  des  yeux  incomplets,  mais  qui  montrent  tou- 
jours  un  marquage  symetrique  (voir  figure  12.7). 
Dans  les  yeux  entiers  les  plus  longs,  qui  se  sont 
done  ouverts  des  le  debut  de  l'incubation  dans  le 


2.5  Duplication  des  chromosomes 
eucaryotiques 

Les  mecanismes  fondamentaux  de  la  replication 
(replication  semi-conservative,  fonctionnement 
des  fourches)  sont  identiques  chez  les  Procaryotes 
et  les  Eucaryotes,  mais  on  observe  cependant  une 
plus  grande  complexite  chez  les  derniers.  Les  prin- 
cipales  differences  tiennent  au  fait  que,  chez  les 
Eucaryotes  :  1)  les  molecules  a  repliquer  sont 
lineaires  et  beaucoup  plus  longues  :  50  a  100  fois  ; 
2)  l'ADN  est  empaquete  dans  la  chromatine  sous 
forme  de  nucleosomes  ;  3)  il  existe  plusieurs  mole¬ 
cules  d'ADN  a  repliquer  au  meme  moment. 
L'etude  de  la  replication  chez  ces  organismes  a 
beneficie  des  techniques  developpees  initialement 
chez  les  Procaryotes,  ainsi  que  des  perfectionne- 
ments  des  methodes  de  visualisation  directe  de 
l'ADN  en  microscopie  electronique  (voir  la  tech¬ 
nique  d'ombrage  metallique  ;  chapitre  3). 


2.5.1.  Analyse  autoradiographique 

DE  LA  REPLICATION 


Le  protocole  presente  ici  differe  legerement  de 
celui  decrit  chez  les  Bacteries  :  on  realise  en  effet 


oeil  de  replication  ouvert  pendant  la  seconde 
periode  d’incubation  dans  le  traceur  radioactif 


oeil  de  replication  ouvert  avant  la  premiere 
periode  d’incubation  dans  le  traceur  radioactif 


Figure  12.7 

Fonctionnement  bidirectionnel 
des  yeux  de  replication  eucaryotiques 
Schemas  illustrant  la  diversite  des  figures  obtenues 
apres  une  experience  de  marquage  en  deux  temps,  sui- 
vie  d'une  autoradiographie  ;  la  seconde  periode  corres¬ 
pond  a  un  precurseur  dont  l'activite  specifique  est 
superieure  a  celui  de  la  premiere  periode.  Seuls  les  grains 
d'argent  (en  noir)  sont  vus  sur  les  documents  autoradio- 
graphiques. 
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premier  traceur,  les  deux  branches  a  proximite 
immediate  des  fourches  sont  beaucoup  plus  mar¬ 
quees  que  les  parties  centrales  (celles  qui  encadrent 
l'origine  de  replication)  ;  les  traits  fins  et  epais 
d'un  demi-oeil  ont  la  meme  longueur.  Ceci  est 
coherent  avec  le  fait  que  les  deux  fourches  ont  pro- 
gresse  de  fa  con  bidirectionnelle  au  cours  des  deux 
periodes  d'incubation,  la  derniere  d'entre  elles 
etant  responsable  du  marquage  le  plus  intense. 
D'autres  figures  sont  en  outre  observees,  en  fonc- 
tion  du  moment  oil  les  yeux  ont  demarre  par  rap¬ 
port  a  la  double  periode  de  marquage  in  vivo  : 

1)  des  yeux  complets,  plus  courts  que  les  prece¬ 
dents,  differents  les  uns  des  autres  par  la  lon¬ 
gueur  des  traits  fins  ou  epais,  temoignant  ainsi 
des  differences  de  duree  de  fonctionnement 
dans  les  deux  bains  successifs  ; 

2)  des  yeux  incomplets  avec  une  zone  centrale  non 
vue  (non  marquee),  de  longueur  variable  ;  la 
longueur  des  traits  fins  et  des  traits  epais  est  la 
meme  au  niveau  des  branches  des  fourches.  Ces 
images  correspondent  a  des  yeux  qui  se  sont  mis 
en  route  avant  le  debut  de  l'experience,  a  des 
moments  divers,  et  qui  ont  fonctionne  pendant 
toute  la  duree  de  l'incubation. 

Chez  les  Eucaryotes,  la  vitesse  de  progression 
des  fourches  est  d'environ  1  pm  par  minute,  ce  qui 
represente  une  vitesse  de  polymerisation  de 
l'ordre  de  50  nucleotides  par  seconde.  Le  pheno- 
mene  est  done  10  fois  plus  lent  que  chez  les  Proca¬ 


ryotes,  ceci  tenant  au  fait  que  l'ADN  bacterien 
n'est  pas  empaquete  dans  des  nucleosomes  (bien 
qu'il  ne  soit  pas  completement  nu)  et  qu'il  est  ainsi 
plus  facile  a  repliquer. 

2.5.2.  Mise  en  evidence  d'origines 

DE  REPLICATION  MULTIPLES 

L'etalement  et  l'observation  directe  en  micro- 
scopie  electronique  de  chromatine  ou  de  molecules 
d'ADN  purifie  a  partir  de  cellules  en  division 
rapide  montrent  que  les  chromosomes  eucaryo- 
tiques  sont  formes  d'un  grand  nombre  d'unites  de 
replication,  ayant  chacune  une  origine  de  replica¬ 
tion  propre  (replicons),  et  se  presentant  sous  la 
forme  de  nombreux  yeux  contigus.  Comme  la  faille 
des  yeux  voisins  est  tres  variable  (et  on  peut  diffi- 
cilement  imaginer  des  vitesses  de  progression  des 
fourches  tres  differentes),  on  doit  conclure  que 
chaque  origine  se  met  en  route  a  un  moment  diffe¬ 
rent  de  celui  des  origines  voisines  (voir  figure  12.8). 

Le  simple  calcul  suivant  prouve  la  necessity 
d'un  nombre  eleve  d'origines  de  replication  par 
chromosome.  La  phase  de  synthese  de  l'ADN  au 
cours  du  cycle  cellulaire  des  cellules  humaines  en 
culture  dure  environ  8  heures  ;  on  admet  qu'un 
chromosome  moyen  est  constitue  d'une  molecule 
d'ADN  de  4  cm  de  long  (voir  plus  loin).  A  raison 
de  2  pm  d'ADN  synthetises  par  ceil  et  par  minute. 


Figure  12.8 

Yeux  de  replication  multiples  des  chromosomes  eucaryotiques 

(a)  Photographie,  en  microscopie  electronique,  d'ADN  d'embryon  d'Amphibien  apres  etalement  et  ombrage  metal- 
lique.  (b)  Schemas  montrant  l'ouverture  successive  de  plusieurs  replicons  le  long  d'un  chromosome  (O  :  origine  de 
replication ;  T  :  point  de  terminaison).  Cliche  Labo.  BG.,  Orsay. 
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on  obtient  la  valeur  de  333  h  pour  un  tel  chromo¬ 
some,  dont  l'origine  serait  situee  exactement  au 
milieu.  Le  nombre  theorique  d'origines  de  replica¬ 
tion  le  long  de  ce  dernier  est  done  de  42  (333/8).  II 
s'agit  d'une  valeur  minimale,  car  on  a  postule 
que  :  1)  toutes  les  branches  progressent  a  la  meme 
vitesse,  2)  toutes  les  origines  sont  equidistantes,  et 
3)  elles  se  mettent  en  route  en  meme  temps,  ce  qui 
est  infirme  par  la  cytologie.  Chez  l'Homme,  on 
considere  qu'il  existe  une  centaine  d'unites  de 
replication  par  chromosome  moyen,  separees  par 
des  distances  de  3  a  30. 104  nucleotides. 

Les  origines  de  replication  ont  ete  identifies  de 
fa  con  certaine  au  niveau  moleculaire  uniquement 
chez  la  levure  de  biere  ;  on  en  compte  environ  400 
dans  le  genome  complet  et  elles  sont  constitutes 
d'une  dizaine  de  sequences  repetees  de  11  nucleo¬ 
tides,  riches  en  A  et  T.  Ce  sont  les  sequences  dites 
ARS,  pour  «  sequences  de  replication  autonomes». 
Lorsque  de  telles  sequences  sont  introduites  par 
genie  genetique  dans  les  plasmides  quelconques 
(voir  chapitre  14),  elles  permettent  leur  replication 
dans  la  cellule  au  meme  rythme  que  les  sequences 
nucleaires  normales  ;  elles  sont  sans  doute  recon- 
nues  par  des  proteines  d'initiation  de  la  replication 
dont  le  principe  de  fonctionnement  est  semblable  a 
celui  propose  plus  haut  pour  les  Bacteries. 


2.5.3.  Autres  particularites  propres 
aux  Eucaryotes 


La  taille  et  l'organisation  des  genomes  des  Euca¬ 
ryotes  conduisent  a  d'autres  caracteristiques  speci- 
fiques  de  la  replication  de  leurs  chromosomes. 


Tout  d'abord,  la  mise  en  route  des  origines  de 
replication  fait  l'objet  d'un  controle  strict,  car 
celles-ci  ne  doivent  fonctionner  qu'une  seule  fois 
par  cycle  et  doivent  s'ouvrir  selon  un  ordre  chro- 
nologique  precis.  La  microscopie  electronique  sug- 
gere  que  les  replicons  proches  les  uns  des  autres 
demarrent  en  phase  et  sont  sequentiellement  acti¬ 
ves  par  paquets  de  quelques  dizaines.  On  sait  peu 
de  choses  actuellement  sur  la  coordination  de  ces 
processus,  sinon  que  la  synthese  proteique  est 
necessaire  pour  que  le  demarrage  et  la  replication 
continue  des  groupes  d'unites  de  replication 
signales  plus  haut  aient  lieu.  II  semble  par  ailleurs 
que  les  regions  de  l'ADN  riches  en  paires  G-C 
soient  repliquees  avant  celles  riches  en  paires  A-T  ; 
ceci  tient  sans  doute  au  fait  que  la  chromatine  est 
plus  ou  moins  condensee  en  interphase  en  fonc- 


tion  de  sa  composition  en  bases  (nous  verrons  plus 
loin  que  les  regions  telomeriques  et  centrome- 
riques  des  chromosomes  sont  respectivement  plus 
riches  en  bases  G-C  et  A-T  que  le  reste  de  l'ADN). 
L'heterochromatine,  qui  est  tres  condensee  en 
interphase  et  inactive  en  transcription,  est  repli- 
quee  de  fagon  tardive  au  cours  de  la  periode  de 
synthese  de  l'ADN  (phase  S  ;  voir  plus  loin)  ;  il 
pourrait  s'agir  tout  simplement  d'un  probleme 
d'accessibilite  moins  grande  de  l'ADN  aux 
enzymes  de  replication. 

II  existe  deux  regions  des  chromosomes  euca- 
ryotiques  qui  posent  un  probleme  que  Ton  ne  ren¬ 
contre  pas  lors  de  la  replication  des  chromosomes 
circulaires  bacteriens  :  il  s'agit  des  extremites,  ou 
telomeres.  Dans  la  mesure  ou  le  brin  d'ADN  a 
synthese  discontinue  est  toujours  amorce  par  un 
ARN  situe  en  amont  du  mouvement  general  de  la 
replication,  sa  longueur  sera  toujours  plus  courte 
(de  quelques  bases)  que  celle  de  son  brin  matrice, 
au  niveau  de  l'extremite  du  chromosome.  Comme 
ceci  se  reproduit  a  chaque  cycle  cellulaire,  on  com- 
prend  que  la  structure  du  telomere  sera  rapide- 
ment  alteree  chez  les  cellules  en  proliferation.  On  a 
en  fait  demontre  l'existence  d'une  enzyme  (la 
telomerase)  capable  d'ajouter,  a  chaque  cycle  de 
division,  les  bases  manquantes  au  brin  discontinu 
sous  la  forme  de  sequences  non  specifiques  et  non 
codantes.  Le  fonctionnement  complexe  de  cette 
enzyme  ne  peut  pas  etre  developpe  ici. 

La  derniere  particularity?  de  la  replication  des 
chromosomes  eucaryotiques  tient  au  fait  que 
l'ADN  y  est  empaquete  au  sein  des  nucleosomes 
(voir  chapitre  8).  Deux  questions  se  posent :  1)  que 
deviennent  les  nucleosomes  portes  par  la  molecule 
d'ADN  initiale  ?  et  2)  comment  sont  fabriques  (en 
quantite  egale)  et  assembles  les  nouveaux  nucleo¬ 
somes  mis  en  place  sur  l'ADN  neosynthetise  ?  Il 
est  admis  que  les  nucleosomes  ne  se  detruisent  pas 
et  ne  se  dissocient  jamais  completement  de  l'ADN  : 
tout  au  plus,  se  separent-ils  en  leurs  deux  moities 
qui  restent  accrochees  au  meme  brin  d'ADN  lors 
de  la  replication.  Comme  le  montre  la  microscopie 
electronique,  quelques  minutes  suffisent  pour  que 
les  nouveaux  nucleosomes  soient  mis  en  place  sur 
les  deux  branches  des  fourches  de  replication  de 
l'ADN  ;  la  repartition  des  nouveaux  et  des  anciens 
nucleosomes  par  rapport  a  ces  branches  fait  encore 
l'objet  de  recherches. 

Il  existe  cinq  types  d'ADN  polymerases  chez  les 
Mammiferes,  que  Ton  peut  distinguer  par  divers 
criteres  enzymologiques  ;  Tune  d'elles  (dite  y)  est 


12.  Proliferation  des  cellules.  Aspects  moleculaires  et  cellulaires  de  la  division  375 


specifique  des  mitochondries  et  n'entre  pas  dans  la 
constitution  des  complexes  nucleaires  dont  on  a 
parle  plus  haut.  Les  quatre  autres  activites  sont 
impliquees  dans  l'allongement  normal  des  chaines 
d'ADN  au  niveau  des  fourches  et  dans  la  reparation 
de  l'ADN  accidentellement  lese.  L'ADN  Pol  5  est 
l'enzyme  principale  mise  en  oeuvre  dans  l'allonge¬ 
ment  des  brins  direct  et  retarde  ;  l'ADN  Pol  a  est 
impliquee  dans  la  synthese  des  brins  d'Okasaki. 

3.  MECANISMES 
DE  REPARATION  DE  L'ADN 


De  maniere  a  minimiser  au  maximum  les  effets 
nefastes  des  modifications  de  l'ADN,  les  cellules 
ont  developpe  des  mecanismes  tres  efficaces  de 
reparation.  Leur  importance  est  attestee  par  le 
nombre  eleve  de  genes  impliques  dans  ces  proces¬ 
sus,  identifies  dans  les  genomes  (environ  5  %). 

3.1  Modifications  spontanees  ou  provoquees 
de  l'ADN 

3.1.1.  Modifications  spontanees 

II  s'agit  essentiellement  des  processus  de  desa- 
mination  des  bases  (par  exemple,  C  donne  U  ;  A 
donne  de  l'hypoxanthine),  ou  de  depurination  (les 
bases  puriques  se  detachent  du  desoxyribose,  et 
forment  des  sites  apuriniques).  Ce  dernier  proces¬ 
sus  est  favorise  par  la  simple  chaleur  des  orga- 
nismes  a  sang  chaud,  et  on  considere  que  chacune 
de  nos  cellules  perd,  chaque  jour,  plus  de 
5  000  bases  puriques,  qu'elle  devra  imperative- 
ment  remplacer,  sous  peine  de  dommages  graves  ! 

3.1.2.  Modifications  provoquees  par  des  agents 

GENOTOXIQUES 

Les  radiations  ultraviolettes  (UV)  et  les  radia¬ 
tions  ionisantes  (emises  par  les  composes  radioac- 
tifs)  font  partie  des  nombreux  agents  physiques 
susceptibles  d'alterer  l'ADN,  pouvant  meme  le 
casser  sur  ses  deux  brins.  Certains  composes  chi- 
miques  d'origine  interne  (oxygene  actif)  ou 
externes,  produits  par  l'environnement  (sub¬ 
stances  cancerigenes  :  nitrosamines,  benzopyrenes, 
contenus  dans  les  goudrons  des  cigarettes,  par 
exemple)  sont  connus  pour  alterer  les  bases  de 
l'ADN.  L'addition  de  divers  groupements  chi- 


miques  (methyle,  ethyle)  aux  bases  de  l'ADN  peut 
aussi  etre  la  consequence,  chez  l'Homme,  de  la 
manipulation  sans  precautions  de  produits  indus- 
triels  varies.  Les  UV  sont  une  source  majeure 
d'alteration,  et  leur  action  est  bien  connue  :  deux 
bases  pyrimidiques  successives  dans  un  brin 
d'ADN  (T  ou  C)  se  lient  l'une  a  l'autre  de  fa^on 
covalente  et  se  dissocient  de  leurs  bases  comple- 
mentaires  ;  s'il  s'agit  de  deux  T,  on  parle  de 
«dimeres  de  thymine ».  La  distorsion  locale  de  la 
molecule  qui  en  decoule  est  detectee  par  les  sys¬ 
temes  de  correction,  qui  sont  multiples,  pour  cette 
anomalie. 


3.2  Necessite  de  systemes  de  reparation 


De  nombreux  complexes  enzymatiques  sur- 
veillent  sans  cesse  la  molecule  d'ADN,  en  la  par- 
courant  et  y  en  detectant  des  anomalies,  qui  se 
presentent  en  general  sous  la  forme  de  protube¬ 
rances.  Une  grande  diversity  de  systemes,  parfois 
redondants,  est  alors  mise  en  oeuvre  pour  reparer 
l'ADN  endommage.  On  considere  que  moins 
d'une  modification  sur  mille  n'est  pas  corrigee. 
Toutes  les  alterations  de  l'ADN  ont  un  caractere 
mutagene.  La  desamination  de  C  en  U,  par 
exemple,  si  elle  n'est  pas  corrigee,  est  a  l'origine 
d'une  mutation  car,  lors  de  la  replication  d'une 
des  deux  molecules  filles  obtenues  a  partir  de  celle 
qui  a  ete  alteree,  la  paire  de  bases  initiale  CG  sera 
transformee  en  AT.  De  la  meme  fa«;on,  une  gua¬ 
nine  qui  est  methylee  s'apparie  avec  T  au  lieu  de 
C.  Les  consequences  de  ces  modifications  peuvent 
etre  desastreuses  pour  l'organisme,  au  sein  des 
cellules  somatiques,  a  travers  l'apparition  de 
cancers,  par  exemple. 

Si  la  survie  a  court  terme  des  cellules  et  des 
organismes  depend  de  leur  capacite  a  corriger  les 
changements  apparus  dans  l'ADN,  la  continuite 
des  especes  dans  la  duree  implique  une  certaine 
possibilite  de  variation  de  leur  materiel  genetique. 
La  tres  faible  frequence  de  mutations  persistant 
apres  intervention  des  systemes  de  correction,  est 
a  l'origine  d'une  reserve  de  variabilite  dans  les 
populations,  sur  laquelle  la  selection  naturelle 
pourra  s'exercer,  en  reponse  aux  variations  des 
conditions  du  milieu.  L'evolution  des  especes  est 
basee  sur  cette  imperfection,  dont  chaque  individu 
peut  avoir  a  subir  les  consequences  immediates. 
Un  equilibre  est  done  etabli  entre  une  correction 
parfaite  et  la  necessite  d'evolution. 
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3.3  Differents  mecanismes  de  reparation 


3.3.1.  Reparation  immediate  par  «  reversion 

DIRECTE  »  DE  L'ANOMALIE 


sera  pas  donnee  ici,  est  de  distinguer  le  brin  errone 
du  brin  correct  !  Une  predisposition  au  cancer  du 
colon,  chez  l'Homme,  est  liee  a  une  mutation  dans 
un  des  genes  mis  en  oeuvre  dans  ce  systeme  (voir 
Perspective  Biomedicale). 


On  connait  depuis  longtemps  une  enzyme  bac- 
terienne  capable  de  defaire  les  ponts  etablis  entre 
deux  T,  sous  l'action  des  UV,  en  utilisant  la 
lumiere  visible  comme  source  d'energie  (photo¬ 
reparation).  Ce  mecanisme,  tres  repandu  dans  le 
monde  vivant,  n'existe  pas  chez  l'Homme,  ou  il  est 
remplace  par  un  processus  plus  complexe  (voir 
plus  loin).  D'autres  enzymes  decrochent  certains 
groupements  chimiques  accidentellement  ajoutes 
aux  bases  et  restaurent  leur  forme  normale  (ex.  : 
les  demethylases).  Peu  d'alterations  sont  en  fait 
concernees  par  ces  mecanismes. 


3.3.2.  Reparation  par  excision  de  bases 

OU  D' OLIGONUCLEOTIDES 

La  plupart  des  systemes  de  reparation  prece¬ 
dent  par  elimination  du  nucleotide  errone,  seul,  ou 
inclus  dans  un  oligonucleotide  qui  est  excise  puis 
resynthetise  a  partir  du  brin  matrice  intact.  Ces 
processus  impliquent  des  enzymes  specifiques 
(endonucleases),  mais  aussi  des  enzymes  interve- 
nant  normalement  dans  la  replication  :  helicase, 
ADN  polymerase  et  ligase.  Chez  l'Homme,  l'ura- 
cile,  l'hypoxanthine  et  les  tres  nombreux  sites  apu- 
riniques  spontanes  sont  corriges  par  ce  systeme, 
qui  elimine  aussi  les  dimeres  de  T.  Toute  inactiva¬ 
tion  de  l'une  ou  l'autre  des  enzymes  en  jeu 
empeche  la  reparation  de  l'ADN  et  conduit  a  une 
maladie  genetique  se  traduisant  par  une  frequence 
d'apparition  des  cancers  de  la  peau  2  000  fois 
superieure  a  la  normale. 


3.3.3.  Reparation  des  paires 

DE  BASES  MESAPPARIEES 


Certaines  erreurs  de  replication,  qui  persistent 
malgre  l'activite  autocorrective  de  l'ADN  polyme¬ 
rase,  consistent  en  des  paires  de  bases  mal  appa- 
riees  (A  et  G,  par  exemple).  Un  systeme  de 
reparation  specifique  repere  les  endroits  concernes 
et  precede  a  une  excision  de  part  et  d'autre  de 
l'anomalie,  puis  a  une  resynthese  de  l'oligonucleo- 
tide  qui  a  ete  elimine,  comme  on  l'a  vu  precedem- 
ment.  Le  probleme  evident,  dont  la  solution  ne 


3.3.4.  Reparation  des  cassures  «  double-brin » 
de  l'ADN 

Les  radiations  ionisantes,  divers  agents  oxy- 
dants  ou  meme  des  metabolites  cellulaires  sont 
capables  de  casser  les  molecules  d'ADN  ;  en 
l'absence  de  toute  reparation,  les  chromosomes 
seraient  rapidement  reduits  a  l'etat  de  petits  frag¬ 
ments.  Deux  systemes  distincts  de  raboutage  des 
extremites  ont  ete  mis  en  evidence.  Le  premier, 
qualifie  de  «non  homologue»,  permet  de  recoller 
les  extremites  des  chromosomes,  apres  elimination 
de  quelques  bases,  grace  a  une  ligase.  Lorsqu'il 
concerne  une  sequence  codante  (ARN  ou  pro- 
teine),  ce  type  de  reparation  conduit  done  poten- 
tiellement  a  des  mutations.  Mais,  dans  la  mesure 
ou  ces  sequences  ne  represented  qu'une  part  sou- 
vent  infime  (quelques  %)  de  l'ensemble  du 
genome  de  la  plupart  des  Eucaryotes  (voir  cha- 
pitre  4),  cette  solution  d'urgence  reste  une  reponse 
acceptable  pour  conserver  l'integrite  des  chromo¬ 
somes.  En  cas  de  cassures  multiples  de  l'ADN,  le 
fait  que  les  extremites  raccordees  soient  indiffe- 
rentes  peut  conduire  a  des  translocations  reci- 
proques.  Le  second  mecanisme,  qualifie 
«d'homologue»,  fonctionne  essentiellement  chez 
les  cellules  diploides,  et  utilise  le  fait  que  le  chro¬ 
mosome  homologue  puisse  servir  de  repere  et  de 
matrice  pour  reconstituer  la  sequence  originelle 
des  fragments  separes.  Le  detail  des  phenomenes 
mis  en  jeu,  qui  reposent  sur  la  recombinaison 
genetique,  ne  peut  etre  decrit  dans  le  cadre  de  cet 
ouvrage. 


4.  LA  MITOSE 
CHEZ  LES  CELLULES 
ANIMALES  ET  VEGETALES 


Pendant  l'interphase,  definie  comme  la  periode 
du  cycle  cellulaire  correspondant  a  l'intervalle  de 
temps  situe  entre  deux  divisions,  le  noyau  pre¬ 
sente  l'aspect  typique  decrit  dans  le  chapitre  8, 
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avec  son  enveloppe,  son  reseau  de  chromatine  et 
ses  nucleoles  ;  lorsque  la  cellule  entre  en  division, 
des  modifications  profondes  affectent  tout  d'abord 
cette  organisation.  La  mitose  au  sens  strict  designe 
l'ensemble  des  evenements  nucleaires  se  deroulant 
lors  de  la  division  cellulaire  ;  par  extension,  on 
tend  actuellement  a  confondre  mitose  et  division. 
Comme  nous  le  verrons  plus  loin,  la  duree  de  la 
division  ne  represente  en  general  qu'une  faible 
partie  du  cycle  complet,  soit  une  a  deux  heures 
dans  les  cellules  animales  en  culture,  par  exemple. 

Au  sein  de  la  chromatine  interphasique,  les 
molecules  d'ADN  des  differents  chromosomes, 
plus  ou  moins  condensees  grace  a  des  proteines, 
sont  etroitement  enchevetrees  en  un  reseau  tridi- 
mensionnel  dans  lequel  aucune  organisation  dis¬ 
continue  n'est  cytologiquement  detectable.  On 
rappelle  cependant  qu'il  existe  des  methodes  tres 
douces  d'isolement  de  l'ADN  permettant  d'obte- 
nir,  apres  electrophorese,  des  molecules  longues 
de  plusieurs  millions  de  paires  de  bases,  corres- 
pondant  chacune  a  une  chromatide  (voir  l'exemple 
de  la  levure,  decrit  dans  le  chapitre  3). 

La  mitose  consiste  dans  la  reorganisation  de  la 
chromatine  en  un  ensemble  de  particules  denses 
ayant  les  memes  proprietes  de  colorabilite  qu'elle, 
en  general  allongees  et  apparaissant  dedoublees  : 
les  chromosomes  metaphasiques.  La  separation 
en  deux  parties  strictement  identiques  de  ces  struc¬ 
tures  est  suivie  de  leur  repartition  egale  dans  les 
noyaux  des  deux  cellules-filles.  Ce  processus  appa- 
rait  bien  comme  le  moyen  mecanique  de  distribuer 
sous  forme  condensee,  sans  erreur,  la  meme  infor¬ 
mation  genetique  dans  les  deux  produits  de  la 
division.  On  appelle  cytodierese  le  partage  du 
cytoplasme  en  deux  parties  egales,  lorsque  les  eve¬ 
nements  nucleaires  sont  acheves.  Pendant  la  divi¬ 
sion,  la  plupart  des  activites  cellulaires  autres  que 
celles  devolues  a  la  segregation  des  chromosomes 
et  au  partage  du  cytoplasme  sont  pratiquement 
stoppees  ;  cela  conceme  en  particulier  tout  ce  qui 
touche  a  l'expression  du  genome,  a  la  synthese  des 
proteines  et  a  leur  transit  intracellulaire. 

L'observation  de  ces  phenomenes  fascine  depuis 
longtemps  les  biologistes,  en  raison  de  leur  aspect 
dynamique  spectaculaire,  par  opposition  a  l'aspect 
plutot  statique  des  cellules  en  interphase.  Avant 
d'analyser  en  detail  les  differentes  etapes  de  la 
division  cellulaire,  nous  allons  examiner  les  carac- 
teristiques  morphologiques  et  structurales  des 
chromosomes  metaphasiques  qui  s'individualisent 
progressivement  au  cours  de  la  prophase.  Les  pre¬ 


mieres  mitoses  furent  decrites  vers  1875-1880 
simultanement  dans  les  cellules  animales  et  vege- 
tales  (Strasburger,  Flemming)  ;  le  terme  de  chro¬ 
mosome  date  de  1888  (Waldeyer). 

4.1  Organisation 

des  chromosomes  metaphasiques 


Le  degre  de  condensation  et  la  visibilite  maxi¬ 
males  des  chromosomes  sont  atteints  a  la  meta¬ 
phase  de  la  mitose.  C'est  a  ce  stade  qu'ils  illustrent 
le  mieux  l'organisation  discontinue  du  genome 
eucaryotique  dont  il  a  ete  question  plus  haut ;  c'est 
aussi  a  ce  stade  qu'ils  sont  les  plus  faciles  a  analy¬ 
ser  par  simple  ecrasement  de  la  cellule,  car  l'enve- 
loppe  nucleaire  a  disparu  et  ils  s'etalent  sans 
probleme  dans  les  preparations  cytologiques.  A 
titre  d'exemple,  on  rappelle  que  chez  l'Homme,  les 
46  chromosomes  du  noyau  de  chaque  cellule  soma- 
tique  represented  en  tout  pres  de  2  m  d'ADN.  La 
molecule  d'ADN  constitutive  d'un  chromosome 
moyen  y  est  compactee  d'un  facteur  10 4  environ, 
car  on  passe  en  effet  d'une  molecule  de  4-5  cm  de 
long  (l'ADN  nu)  a  une  structure  de  4-5  pm  de  long 
(le  chromosome  condense)  ;  dans  le  meme  temps, 
on  passe  d'une  fibre  de  2  nm  de  diametre  a  une 
structure  ayant  une  epaisseur  d'environ  1  pm. 

4.1.1.  Morphologie 

DES  CHROMOSOMES  METAPHASIQUES 

Les  chromosomes  metaphasiques  sont  des  struc¬ 
tures  doubles  resultant  de  la  duplication,  pendant 
l'interphase,  des  chromosomes  initialement  recus 
par  la  cellule  lors  de  la  division  precedente  (voir 
figure  12.9).  Ils  sont  constitutes  de  deux  chroma- 
tides-sceurs  identiques,  etroitement  accolees  sur 
toute  leur  longueur,  mais  distinctes  ;  leur  seul  point 
d'attache,  qui  est  done  une  zone  non  encore  dupli- 
quee  a  ce  stade,  est  constitue  par  le  centromere 
(constriction  primaire).  On  parle  de  chromosomes 
« fissures,  ou  dives »  en  deux  chromatides  ;  le  cen¬ 
tromere  delimite  deux  bras  chromosomiques,  dont 
les  extremites  sont  les  telomeres.  A  la  fin  de  la 
metaphase,  marquee  par  la  division  du  centromere, 
chaque  chromatide  acquiert  son  individualite  et 
devient  a  son  tour  un  chromosome  (dont  chacune 
des  cellules-filles  heritera).  On  voit  que  le  terme  de 
chromosome  est  un  peu  ambigu  ;  il  faut  surtout 
retenir  que  la  structure  de  base  est  la  chromatide, 
long  filament  d'ADN  plus  ou  moins  recouvert  de 
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Figure  12.9 

Chromosomes  observes  en  microscopie  photonique 

(a)  Aspect  classique  de  chromosomes  metaphasiques  de  cellule  animale  avec  leurs  deux  chromatides  paralleles  et 
compactes.  (b)  Aspect  en  ressort  a  boudins  des  chromosomes  d'une  cellule  vegetale  en  anaphase,  (c)  Schema  d'un 
chromosome  montrant  ses  differents  elements  constitutifs.  D'apres  des  cliches  de  J.C.  Lacroix  et  de  A.  Sparrow. 


proteines,  et  plus  ou  moins  condense  au  cours  du 
cycle  cellulaire. 

Les  chromosomes  possedent  parfois  une 
constriction  caracteristique  supplementaire  (dite 
secondaire)  correspondant  a  l'emplacement  d'un 
nucleole  en  periode  interphasique  ;  il  s'agit  de 
l'organisateur  nucleolaire,  dont  la  structure  et  le 
fonctionnement  ont  ete  decrits  dans  le  chapitre  8. 
Dans  certains  cas,  les  constrictions  secondaires 
correspondent  a  des  regions  qui  sont  dephasees 
par  rapport  au  reste  du  chromosome,  lors  de  sa 
condensation.  Ces  segments  peu  condenses  a  la 
metaphase  continuent  a  augmenter  d'epaisseur  au 
stade  suivant  et  restent  condenses  durant  toute 
l'interphase,  constituant  alors  des  regions  hetero- 
chromatiques. 


Divers  traits  morphologiques  permettent  d'iden- 
tifier  et  de  classer  sans  ambiguite  les  chromosomes 


metaphasiques.  Le  premier  critere  retenu  est  leur 
longueur,  qui  varie  au  sein  d'une  meme  espece  de 
quelques  pm  a  plusieurs  dizaines  de  pm  ;  certains 
sont  extremement  courts,  et  dits  punctiformes 
(moins  de  1  pm,  chez  des  Papillons  qui  ont  un 
nombre  eleve  de  chromosomes),  alors  que  d'autres 
depassent  30  pm  (chez  diverses  Liliacees,  par 
exemple).  Un  deuxieme  mode  de  classement  est 
base  sur  la  position  du  centromere  ;  les  deux  bras 
pouvant  etre  de  longueur  differente,  on  definit  un 
parametre  nomme  indice  centromerique,  mesure 
par  le  rapport  entre  la  longueur  du  bras  le  plus 
court  et  la  longueur  totale  du  chromosome.  La 
description  du  nombre,  de  la  forme,  et  de  toute 
particularite  visible  des  chromosomes  permet 
d'etablir  un  caryotype,  qui  constitue  la  carte 
d'identite  chromosomique  d'une  espece  donnee 
(voir  plus  loin)  ;  ces  etudes  sont  a  la  base  d'une 
discipline  appelee  cytogenetique. 
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4.1.2.  Ultrastructure  et  architecture 

MOLECULAIRE  DES  CHROMOSOMES 

METAPHASIQUES 

La  condensation  des  chromatides  en  fin  de  pro¬ 
phase  correspond  a  un  enroulement  helicoidal, 
visible  en  microscopie  optique  dans  quelques  cas 
particuliers  (voir  figure  12.9).  La  microscopie  a 
balayage  (voir  chapitre  2)  montre,  a  la  surface  des 
chromosomes  metaphasiques,  une  multitude  de 
protuberances  ovoides  plus  ou  moins  allongees, 
dont  l'epaisseur  est  voisine  de  60  nm.  Quand  les 
chromosomes  sont  legerement  desorganises  par 
une  deproteinisation  partielle,  l'architecture  de  ces 
structures  est  plus  visible  :  ce  traitement  fait  appa- 
raitre,  a  leur  place,  de  courtes  boucles  constituees 
d'une  fibre  epaisse  de  30  nm.  Or,  on  sait  que  la  fibre 
elementaire  de  nucleosomes  s'organise  au  sein  de 
la  chromatine  en  une  superstructure  helicoidale  de 
30  nm  de  diametre  (modele  en  solenoide  stabilise 
par  l'histone  HI  ;  voir  chapitre  8).  C'est  done  pro- 
bablement  le  meme  niveau  de  condensation  de 
l'ADN  qui  existe  dans  la  chromatine  et  dans  le 
chromosome  metaphasique. 

Les  chromosomes  peuvent  etre  totalement 
desorganises  par  elimination  complete  des  his¬ 
tones,  puis  etales  sur  des  grilles  de  microscopie 
electronique.  On  observe  alors  une  sorte  de  sque- 
lette  axial  fibreux  dont  la  taille  et  la  forme  corres¬ 
pondent  a  peu  pres  a  celles  des  chromosomes  de 
depart,  et  d'ou  emergent  des  milliers  de  boucles 
enchevetrees  d'ADN,  ayant  de  15  a  30  pm  de  long. 
La  zone  axiale  qui  resiste  au  traitement  est  consti¬ 
tute  de  proteines  non-histones.  Le  modele  d'orga- 
nisation  du  chromosome  metaphasique  est 


actuellement  le  suivant  :  autour  d'un  axe  pro- 
teique  epais  ayant  un  role  de  squelette  rigide,  des 
boucles  constituees  d'une  fibre  de  30  nm  peloton- 
nee  sur  elle-meme  sont  disposees  en  une  helice 
continue.  Ces  boucles  sont  pontees  a  leur  base  et 
stabilisees  par  des  proteines.  On  passe  ainsi  pro- 
gressivement  d'une  structure  lineaire  extreme- 
ment  longue  (la  fibre  de  11  nm)  a  une  structure 
tres  courte  et  compacte,  grace  a  une  serie  de 
niveaux  d'organisation  superposes. 

Un  autre  element  caracteristique  des  chromo¬ 
somes,  observable  sur  les  coupes  ultrafines,  est 
constitue  par  le  kinetochore  (voir  figure  12.10).  II 
s'agit  d'une  structure  complexe,  apparaissant  en 
general  sous  la  forme  d'une  plaque  trilaminaire 
etroitement  accolee  au  centromere  de  chaque  chro¬ 
ma  tide.  Les  deux  kinetochores  d'un  chromosome 
metaphasique  sont  orientes  dans  deux  directions 
opposees  ;  ils  servent  de  lieu  d'ancrage  a  des  micro¬ 
tubules.  Chez  les  chromosomes  humains,  une 
trentaine  de  microtubules  paralleles  y  sont  accre¬ 
dits,  alors  que  chez  certains  micro-organismes 
(comme  la  levure  de  biere),  on  en  compte  un  seul. 
L'information  qui  determine  la  mise  en  place  du 
kinetochore  en  un  endroit  unique  de  la  chromatide 
vient  directement  de  la  sequence  d'ADN  contenue 
au  niveau  du  centromere.  Chez  la  levure,  ou  la 
situation  est  simple,  l'ADN  centromerique  est  bien 
identifie  (et  meme  sequence)  pour  les  16  chromo¬ 
somes  du  genome  ;  ces  courts  segments  d'ADN, 
d'environ  100  paires  de  bases,  fixent  specifique- 
ment  des  proteines  permettant  la  formation  des 
complexes  multiproteiques  que  constituent  les 
kinetochores.  Le  role  de  ces  derniers  dans  les  mou- 
vements  des  chromosomes  lors  de  la  division  sera 
examine  plus  loin. 


Figure  12.10 

Le  kinetochore  des  cellules 
animales 

Noter  la  structure  trilaminaire 
de  la  plaque  kinetochoriale 
dans  laquelle  s'accrochent 
perpendiculairement  les 
microtubules  (microscopie 
electronique ;  chromosome  en 
anaphase).  Cliche  Labo.  BG., 
Orsay. 
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4.2  Mitose  et  cytodierese 
des  cellules  animales 


4.2.1.  Etapes  cytologiques  de  la  mitose 

Les  evenements  nucleaires  de  la  division  sont 
decoupes  en  cinq  stades  qui  s'enchainent  de  fa  con 
continue,  de  sorte  qu'il  n'est  pas  toujours  facile 
de  trouver  une  frontiere  nette  entre  eux  (voir 
figure  12.11).  Ces  stades,  dont  les  durees  sont  tres 
differentes,  sont  nommes  :  prophase,  prometa¬ 
phase,  metaphase,  anaphase  et  telophase  (le  prin- 
cipe  de  leur  mesure  sera  expose  plus  loin).  II  existe, 
dans  les  divers  groupes  d'Eucaryotes,  de  nom- 
breuses  variantes  a  tous  les  stades  de  la  division 
cellulaire  (en  particulier  en  ce  qui  conceme  la  pro¬ 
phase),  et  nous  en  decrirons  quelques  unes. 

•  Prophase  :  le  passage  de  l'etat  interphasique  a 
l'etat  prophasique  n'est  pas  cytologiquement  defini 
de  fa  con  tres  nette  au  sein  du  noyau  :  la  chroma- 
tine  diffuse  se  condense  progressivement  en  chro¬ 


mosomes  qui  apparaissent  sous  la  forme  de  fins 
filaments  devenant  de  plus  en  plus  visibles.  Ce 
processus  s'accompagne  d'un  leger  gonflement  du 
noyau  et  de  son  eclaircissement  global  lorsqu'on  le 
traite  par  les  colorants  de  la  chromatine.  A  la  fin 
de  ce  stade,  qui  dure  de  20  a  30  minutes,  les  chro¬ 
mosomes  bien  individualises  ont  pratiquement 
atteint  leur  raccourcissement  maximum.  On  doit 
aussi  signaler  la  disparition  progressive  du  (ou  des) 
nucleole(s),  en  raison  de  barret  du  fonctionnement 
des  genes  des  organisateurs  nucleolaires  (voir  cha- 
pitre  8).  La  fin  de  la  prophase  est  marquee  par  la 
rupture  de  l'enveloppe  nucleaire  ;  celle-ci  se  dis¬ 
perse  en  une  multitude  de  vesicules  membranaires 
qui  ne  sont  plus  distinguees  de  celles  issues  du 
reticulum  endoplasmique  ou  de  l'appareil  de  Golgi. 
L'evenement  majeur  responsable  de  la  fragmenta¬ 
tion  de  l'enveloppe  est  la  phosphorylation  des 
proteines  constitutives  de  la  lamina  nucleaire  (voir 
plus  loin).  La  modification  de  la  conformation  de 
ces  proteines  entraine  la  perte  de  leurs  interactions 
reciproques,  ainsi  que  celles  qu'elles  contractaient 


1.  Interphase  -  2.  Prophase  -  3  et  4.  Metaphases  en  vue  laterale  et  polaire  -  5  et  6.  Anaphases  -  7.  Telophase  - 
8.  Stock  chromosomique  de  Allium  cepa  (2n  =  16). 

Figure  12.11 

Differents  stades  de  la  mitose  dans  des  cellules  de  meristeme  de  racine  d'oignon 
Coloration  de  l'ADN  par  la  methode  de  Feulgen.  Cliches  J.  Orcival,  Orsay. 
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avec  d'autres  proteines  membranaires.  De  meme 
que  les  lamines,  les  elements  constitutifs  des  pores 
nucleaires  passent  aussi  en  solution.  Les  pheno- 
menes  exactement  inverses  se  derouleront  a  la 
telophase,  lors  de  la  reconstitution  du  noyau. 

•  Prometaphase  :  cette  phase  debute  lors  de  la 
rupture  de  l'enveloppe  nucleaire,  lorsque  les  ele¬ 
ments  du  fuseau  de  division  (parfois  appele 
fuseau  achromatique,  ou  bien  fuseau  mitotique, 
bien  qu'il  fonctionne  egalement  lors  de  la  meiose), 
jusque-la  confines  a  l'exterieur  du  noyau,  envahis- 
sent  l'espace  qu'il  occupait  precedemment.  Des 
evenements  tres  importants,  lies  aux  rapports  que 
cette  structure  contracte  avec  les  chromosomes, 
seront  detailles  plus  loin.  L'examen  de  cellules 
vivantes  en  microscopie  photonique  montre  un 
extraordinaire  ballet  de  chromosomes,  qui  presen- 
tent  des  mouvements  desordonnes  et  semblent  se 
deplacer  au  hasard  entre  les  deux  poles  de  la  cel¬ 
lule.  Contrairement  a  la  precedente,  cette  phase  est 
tres  courte  et  dure  seulement  quelques  minutes  ;  le 
resultat  est  cependant  capital  :  apres  cette  breve 
periode  d'intense  activite,  les  chromosomes  fissu¬ 
res  s'alignent  enfin  sur  un  seul  plan  (la  plaque 
equatoriale  ou  plaque  metaphasique),  leurs  kine- 
tochores  etant  orientes  chacun  en  direction  des 
poles,  de  sorte  que  les  mouvements  ulterieurs  des 
chromosomes  seront  parfaitement  diriges. 

•  Metaphase  :  cette  periode  correspond  a  la  sta¬ 
bilisation  des  chromosomes  sur  le  plan  situe  a  mi- 
chemin  entre  les  poles  des  cellules  ;  celle-ci  resulte 
de  l'equilibrage,  grace  a  des  mecanismes  inconnus, 
des  forces  qui  tendent  a  les  deplacer  d'un  cote  ou 
de  l'autre  du  plan  equatorial.  Nous  verrons  plus 
loin  qu'il  s'agit  d'un  equilibre  dynamique  et  que 
les  chromosomes  sont  en  fait  sous  tension.  Cepen¬ 
dant,  si  on  detruit  experimentalement  (au  moyen 
d'un  fin  pinceau  de  lumiere  laser)  un  faisceau  de 
microtubules  associant  un  kinetochore  a  son  pole 
fusorial,  le  chromosome  entier  se  dirige  instanta- 
nement  vers  le  pole  auquel  il  reste  attache.  De 
meme,  si  on  rompt  le  lien  qui  reunit  les  chroma- 
tides-soeurs  au  niveau  du  centromere,  celles-ci  se 
separent  immediatement  et  migrent  vers  les  poles 
opposes  comme  dans  le  cas  d'une  anaphase  nor- 
male  ;  ceci  indique  que  le  moteur  caracteristique 
de  cette  derniere  phase  est  deja  en  place  lors  de  la 
metaphase.  Curieusement,  et  bien  qu'il  ne  se  passe 
apparemment  rien  dans  la  cellule,  cette  phase  a 
une  duree  importante  :  20  a  40  min  ;  comme  nous 
le  verrons  plus  tard,  ceci  signifie  que  la  cellule 
«verifie»  un  certain  nombre  de  parametres  avant 


d'engager  la  phase  finale  et  cruciale  de  la  mitose, 
qui  conduira  a  distribuer  exactement  la  meme 
information  genetique  dans  les  deux  cellules-filles. 

•  Anaphase  :  le  debut  de  cette  phase  est  mar¬ 
que  par  le  clivage  des  centromeres  ;  elle  ne  demarre 
que  si  tous  les  chromosomes  sont  correctement 
disposes  sur  le  plan  equatorial.  Les  deux  chroma- 
tides-sceurs  se  separent  et  entament  leur  migration 
individuelle  vers  chaque  pole  de  la  cellule.  Les 
figures  d'anaphase  sont  tres  caracteristiques,  car 
on  observe  deux  paquets  symetriques  de  chromo¬ 
somes  se  dirigeant,  centromere  en  avant,  vers  les 
poles  de  la  cellule.  Le  mecanisme  a  la  base  de  ce 
mouvement  sera  analyse  plus  loin,  mais  on  peut 
deja  dire  qu'il  resulte  de  deux  phenomenes  super¬ 
poses  :  le  raccourcissement  des  fibres  kinetocho- 
riennes,  qui  les  accrochent  aux  poles,  et 
l'allongement  du  fuseau  lui-meme.  L'anaphase  est 
une  periode  breve  (5-10  min),  car  les  chromatides 
se  deplacent  globalement  a  la  vitesse  de  1  pm  par 
minute  environ.  A  la  fin  de  ce  stade,  les  deux 
ensembles  de  chromatides-sceurs  sont  rassembles 
aux  deux  poles  de  la  cellule  ;  le  resultat  majeur  de 
la  mitose  est  atteint,  puisque  le  materiel  genetique 
est  distribue  en  deux  lots  identiques.  II  ne  reste  plus 
qu'a  diviser  le  cytoplasme  en  deux  cellules-filles, 
mais  auparavant  on  observe  la  reconstitution  des 
noyaux  et  le  retour  vers  une  situation  de  chroma- 
tine  interphasique. 

•  Telophase  :  les  microtubules  kinetochoriens 
ont  disparu  et  les  kinetochores  eux-memes  com- 
mencent  a  se  disassembler.  L'enveloppe  nucleaire 
se  reconstitue  autour  des  paquets  de  chromosomes 
selon  un  processus  inverse  de  celui  decrit  pour  la 
fin  de  la  prophase,  et  qui  dure  de  10  a  30  minutes. 
On  assiste  ensuite  a  une  decondensation  des  chro¬ 
matides  dans  le  nouveau  noyau  et  a  un  retour  a  une 
situation  de  chromatine  plus  ou  moins  diffuse  ;  en 
parallele,  les  nucleoles  reapparaissent  au  niveau 
des  differents  organisateurs  nucleolaires,  avant  de 
fusionner  en  un  nombre  limite  de  structures  (une 
ou  deux).  La  partie  nucleaire  de  la  division  cellu- 
laire,  la  mitose  proprement  dite,  est  terminee  avec 
la  fin  de  la  telophase.  Nous  examinerons  la  cyto- 
dierese  un  peu  plus  tard,  apres  avoir  etudie  les 
mecanismes  du  mouvement  des  chromosomes. 

4.2.2.  L'appareil  mitotique  des  cellules 

ANIMALES 

Jusqu'a  present,  nous  avons  seulement  evoque 
le  role  du  fuseau  mitotique  ;  son  origine,  sa  mise  en 
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place  et  son  fonctionnement  complexes  justifient 
que  l'on  consacre  un  developpement  separe  a  leur 
sujet.  Chez  les  cellules  animales,  le  fuseau  fait  par- 
tie  d'un  ensemble  complexe  appele  appareil  mito¬ 
tique,  qui  provient  de  la  reorganisation  profonde 
du  cytosquelette  interphasique,  et  dans  lequel  on 
distingue  trois  categories  de  microtubules  (voir 
figure  12.12). 

•  Origine  de  l'appareil  mitotique 

L'unique  centre  organisateur  de  microtubules 
des  cellules  animales  est  le  centrosome,  petite 
structure  juxtanucleaire  decrite  dans  le  chapitre  11. 
C'est  au  sein  du  materiel  amorphe  entourant  les 


deux  centrioles  que  s'organisent  tous  les  microtu¬ 
bules  ;  c'est  la  que  s'enracine  leur  extremite  (-),  qui 
est  ainsi  protegee  de  toute  depolymerisation,  leur 
extremite  (+)  pouvant  en  revanche  s'allonger  ou  se 
raccourcir  librement.  Des  le  debut  de  la  mitose, 
tous  les  microtubules  rayonnants  et  dynamiques 
qui  emplissent  le  hyaloplasme  des  cellules  inter- 
phasiques  se  depolymerisent  (ce  qui  contribue  a 
modifier  la  forme  des  cellules  isolees  en  culture), 
et  la  tubuline  libre  ainsi  disponible  est  utilisee  pour 
construire  les  asters.  Ces  structures,  qui  rayonnent 
autour  de  chaque  centrosome  (dont  la  duplication 
a  deja  eu  lieu  a  ce  stade),  sont  constitutes  initiale- 
ment  de  nombreux  microtubules  courts.  Dans  la 


Figure  12.12 

L'appareil  mitotique  des  cellules  animales 


(a)  Coupe  de  cellule  embryonnaire  de  poisson  en  metaphase  et  schema  interpretatif  (cliche  Turtox).  (b)  Schemas  illus- 
trant  le  role  de  l'anaphase  A  et  de  l'anaphase  B  dans  la  separation  des  chromosomes  dans  une  cellule  animale  (les 
moteurs  de  type  dyneine,  situes  aux  extremites  des  microtubules  asteriens,  ne  figurent  pas  sur  ce  schema)  ;  coupe  de 
cellule  embryonnaire  de  poisson  en  anaphase. 
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region  ou  les  deux  asters  sont  en  contact,  les  micro¬ 
tubules  asteriens  tendent  a  se  repousser,  a  mesure 
qu'ils  s'allongent,  ce  qui  eloigne  les  deux  centro- 
somes-freres  l'un  de  l'autre  et  leur  donne,  en  fin 
de  prophase,  une  disposition  diametralement 
opposee  dans  la  cellule,  par  rapport  au  noyau. 

•  Cycle  centrosomique 

Le  centrosome  subit  un  cycle  precis  au  cours  de 
la  vie  de  la  cellule,  puisqu'il  est  implique  dans  la 
formation  du  fuseau  mitotique  et  qu'il  doit  aussi 
se  diviser  pour  passer  dans  les  deux  cellules-filles. 
La  duplication  des  deux  centrioles  formant  le  coeur 
de  l'unique  centrosome  dont  herite  toute  cellule 
animale  apres  la  division  a  lieu  pendant  l'inter- 
phase  suivante  ;  elle  commence  des  le  debut  de  la 
phase  de  synthese  de  l'ADN  dans  le  noyau  (dite 
S  ;  voir  plus  loin).  Chaque  centriole  engendre  alors 
un  court  centriole-frere  qui  lui  est  perpendiculaire 
et  qui  s'allonge  pendant  toute  la  duree  de  cette 
phase,  jusqu'a  atteindre  sa  longueur  normale  ;  les 
mecanismes  moleculaires  responsables  de  la 
nucleation  du  nouveau  centriole  restent  inconnus. 
Pendant  toute  la  periode  qui  suit,  jusqu'a  la  mitose 
suivante  (phase  dite  G2),  la  cellule  possede  done 
deux  centrosomes  etroitement  accoles  l'un  a  l'autre 
et  non  visibles  individuellement  en  microscopie 
photonique. 

•  Mise  en  place  et  role  du  fuseau  mitotique 

Apres  la  disparition  de  l'enveloppe  nucleaire, 
chaque  centrosome  devient  un  pole  du  fuseau 
mitotique  qui  se  met  immediatement  en  place, 
comme  on  l'a  vu  plus  haut.  Son  organisation  com- 
plexe  est  basee  sur  l'existence  de  deux  types  de 
microtubules  :  les  microtubules  polaires,  qui  se 
rejoignent  et  se  chevauchent  au  niveau  du  plan 
equatorial  (mais  ne  sont  pas  en  continuite),  et  les 
microtubules  kinetochoriens,  qui  captent  les  chro¬ 
mosomes.  Le  fuseau  est  done  constitue  de  deux 
demi-fuseaux  symetriques  ;  les  microtubules 
polaires  des  deux  moities  du  fuseau  entrent  en 
contact  et  se  stabilisent  mutuellement  grace  a  des 
interactions  encore  mal  connues,  etablies  au  niveau 
de  leurs  extremites  (+).  Celles-ci  etant  protegees, 
ces  microtubules  ne  se  polymerisent  plus  et  fer¬ 
ment  une  sorte  de  cage  rigide  qui  servira  ulterieu- 
rement  a  assurer  le  mouvement  des  chromosomes 
pendant  l'anaphase.  Deux  phases  sont  actuelle- 
ment  distinguees  au  cours  de  cette  periode  :  l'ana- 
phase  A,  sur  laquelle  nous  reviendrons  plus  loin, 
et  l'anaphase  B  qui  nous  interesse  ici.  Au  cours  de 


cette  derniere,  les  microtubules  polaires  s'allongent 
a  nouveau  par  leur  extremite  (+),  au  niveau  de 
chacun  des  deux  demi-fuseaux,  mais  la  zone  de 
chevauchement  reste  constante.  Le  glissement  des 
microtubules  adjacents  et  opposes  est  assure  de 
fagon  active  par  des  moteurs  moleculaires  du 
meme  type  que  ceux  decrits  dans  le  chapitre  11  (de 
type  kinesine).  L'allongement  global  de  la  cellule 
qui  en  decoule  entraine  done  l'eloignement  pro- 
gressif  des  deux  poles  du  fuseau,  ce  qui  contribue 
evidemment  a  la  separation  efficace  des  deux  lots 
de  chromosomes.  Dans  les  cellules  animates,  le 
fuseau  s'allonge  d'un  facteur  1,5  a  2,  mais  chez 
certains  Protozoaires  cet  allongement  peut 
atteindre  15  fois  sa  valeur  mesuree  en  metaphase. 
On  a  aussi  demontre  l'intervention  d'autres 
moteurs  (de  type  dyneine),  ancres  dans  la  mem¬ 
brane  plasmique,  et  qui  participent  au  raccourcis- 
sement  des  fibres  asteriennes. 

•  Role  des  kinetochores  au  cours  de  la  mitose 

Le  role  de  ces  structures  est  de  capturer  l'extre- 
mite  (+)  de  certains  microtubules  du  fuseau,  ce  qui 
aura  pour  consequence  ultime  de  placer  les  chro¬ 
mosomes  en  position  equatoriale  dans  la  cellule,  a 
la  metaphase.  Au  debut  de  la  prometaphase,  le 
kinetochore  d'une  chromatide  capture  tangentiel- 
lement  un  microtubule,  de  fa  con  aleatoire  ;  le  chro¬ 
mosome  ainsi  fixe  migre  vers  le  pole  de  la  cellule 
correspondant  a  ce  microtubule,  en  glissant  tout 
du  long  grace  a  des  moteurs  moleculaires  de  type 
dyneine.  D'autres  microtubules  sont  progressive- 
ment  captures  par  ce  meme  kinetochore  (de  fa^on 
terminate,  cette  fois-ci),  ce  qui  accentue  le  mouve¬ 
ment.  Cependant,  la  fixation  par  le  kinetochore  de 
la  chromatide-soeur  de  nouveaux  microtubules 
issus  du  pole  oppose  de  la  cellule,  retablit  l'equi- 
libre  et  ramene  le  chromosome  vers  le  plan  equa¬ 
torial. 

II  est  demontre  que,  pendant  la  metaphase,  les 
microtubules  kinetochoriens  continuent  de  s'allon- 
ger  par  incorporation  de  tubuline  au  niveau  de 
leur  extremite  (+),  et  que  leur  longueur  constante 
est  maintenue  par  une  depolymerisation  equiva- 
lente  au  niveau  des  centrosomes  ;  ceci  conduit 
done  a  une  tension  de  part  et  d'autre  des  chromo¬ 
somes  au  sein  du  fuseau.  Les  microtubules  kineto¬ 
choriens  se  renouvellent  ainsi  en  permanence  et 
leurs  monomeres  sont  progressivement  repousses 
vers  les  poles  de  la  cellule  (principe  du  tapis  rou- 
lant ;  voir  chapitre  11).  Pendant  l'anaphase,  et  en 
particulier  pendant  la  phase  A,  la  dynamique  de  la 
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tubuline  est  profondement  modifiee  au  niveau  des 
kinetochores  ;  ceux-ci  deviennent  alors  un  lieu  de 
depolymerisation  rapide  des  microtubules,  ce  qui 
entraine  leur  raccourcissement  et  le  mouvement 
des  chromatides  vers  les  poles.  On  ignore  tout  du 
mecanisme  grace  auquel,  dans  ces  conditions,  les 
chromatides  restent  accrochees  aux  extremites 
instables  (+)  et  suivent  le  mouvement  general  de 
celles-ci  vers  les  poles  ;  il  semble  en  effet  difficile 
de  concilier  une  depolymerisation  tout  en  mainte- 
nant  un  accrochage  solide  entre  microtubule  et 
kinetochore.  On  peut,  de  fa^on  imagee,  considerer 
que  le  kinetochore  «digere»  les  microtubules  tout 
en  avancant  vers  le  pole. 

On  comprend  ainsi  comment  les  chromosomes- 
freres  sont  eloignes  l'un  de  l'autre  et  comment  ils 
rejoignent  les  poles  :  l'allongement  du  fuseau  et  le 
raccourcissement  simultane  des  microtubules 
kinetochoriens  en  sont  responsables.  La  contribu¬ 
tion  relative  de  ces  deux  mecanismes  varie  en  fait 
considerablement  selon  les  groupes  d'Eucaryotes. 
II  faut  enfin  souligner  que  tous  ces  mouvements 
n'ont  rien  a  voir  avec  les  systemes  contractiles 
impliquant  l'actine  ou  la  myosine,  puisque  des 
inhibiteurs  specifiques  de  ces  proteines  (anticorps, 
ou  drogues  telles  que  la  phalloidine)  n'ont  aucun 
effet  sur  les  deplacements  des  chromosomes  au 
cours  de  l'anaphase. 

4.2.3.  La  cytodierese 

Cette  phase,  appelee  aussi  cytocinese,  corres¬ 
pond  au  partage  du  cytoplasme  consecutif  a  la 
mitose,  de  sorte  que  chaque  cellule-fille  herite  d'un 
stock  complet  de  molecules  et  d'organites. 

•  Role  des  filaments  d'actine  et  de  myosine 

Les  cellules  animales  se  divisent  en  mettant  en 
oeuvre  un  sillon  de  division  qui  entraine  un  pin- 
cement  du  cytoplasme.  Ce  sillon  partage  habituel- 
lement  la  cellule  initiale  en  deux  moities  egales, 
puisqu'il  se  localise  invariablement  au  niveau  du 
plan  equatorial  determine  par  le  fuseau  mitotique. 
La  cytodierese  commence  au  cours  de  l'anaphase 
et  elle  se  poursuit  pendant  la  duree  de  la  telophase, 
voire  le  debut  de  l'interphase  suivante.  Le  meca¬ 
nisme  mis  en  jeu  implique  l'intervention  d'un 
anneau  contractile  etroit  situe  sous  la  surface  de  la 
membrane  plasmique,  constitue  de  l'association  de 
molecules  d'actine  et  de  myosine,  et  fonctionnant 
a  la  maniere  d'un  sphincter.  Comme  dans  les  sar¬ 


comeres  du  muscle  strie,  la  force  de  contraction  est 
engendree  par  le  glissement  des  filaments  de  myo¬ 
sine  le  long  de  ceux  de  l'actine  ;  le  detail  des  meca¬ 
nismes  est  mal  connu  mais  l'action  de  drogues 
specifiques  ne  laisse  aucun  doute  sur  la  nature  des 
molecules  impliquees.  De  meme,  l'injection  d'anti- 
corps  antimyosine  dans  les  oeufs  d'oursins  en  divi¬ 
sion  entraine  la  disparition  du  sillon  de  division 
sans  affecter  les  evenements  nucleaires. 

La  derniere  phase  de  la  cytodierese  separe  les 
deux  cellules-filles,  qui  restent  un  moment  reunies 
par  un  fin  pont  cytoplasmique  contenant  un  fais- 
ceau  de  microtubules  residuels  (dits  interzonaux) 
provenant  du  fuseau  mitotique  ;  cette  structure  est 
appelee  corps  intermediaire  (voir  figure  12.13). 
Nous  verrons  plus  loin  que  la  cytodierese  des  cel¬ 
lules  vegetales  se  deroule  de  fa  con  tres  differente, 
en  raison  de  la  paroi  cellulosique,  contre  laquelle 
la  membrane  plasmique  est  etroitement  accolee. 


Figure  12.13 

La  cytodierese  des  cellules  animales 
(a)  Formation  du  sillon  de  division,  impliquant  un 
anneau  contractile  d'actine  et  de  myosine.  (b)  Corps 
intermediaire  observe  en  microscopie  electronique  et 
montrant  les  microtubules  interzonaux.  Cliche  Labo.  BG, 
Orsay. 
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•  Partage  egal  ou  inegal  des  constituants  cyto- 
plasmiques 

Outre  le  materiel  genetique  nucleaire,  tous  les 
autres  constituants  cellulaires  doivent  etre  equita- 
blement  repartis  dans  les  cellules-filles.  Nous 
avons  vu  que  les  mitochondries  (et  les  plastes  dans 
le  cas  des  Vegetaux  et  des  Algues)  ne  peuvent  pas 
apparaitre  de  novo  dans  des  cellules  qui  n'en  posse- 
deraient  pas  au  depart,  puisqu'ils  sont  doues  de 
continuity  genetique  (voir  chapitre  4)  ;  la  crois- 
sance  et  la  multiplication  de  ces  organites  au  cours 
de  l'interphase  ont  ete  traitees  dans  les  chapitres  9 
et  10.  Lors  de  la  division,  toute  cellule  doit  aussi 
heriter  d'un  nombre  minimum  de  ribosomes  pour 
pouvoir  assurer  une  synthese  proteique  raison- 
nable,  ne  serait-ce  que  pour  fabriquer  de  nouveaux 
ribosomes,  qui  contiennent  eux-memes  des  pro- 
teines  !  II  n'y  a  pas  de  reel  probleme  a  ce  sujet  car 
le  reticulum  endoplasmique,  qui  s'est  desorganise 
par  vesiculisation  au  debut  de  la  mitose,  envahit 
completement  le  cytoplasme,  de  sorte  que  le  sillon 
de  division  le  partage  inevitablement.  II  en  va  de 
meme  pour  tous  les  organites  presents  en  grand 
nombre  dans  le  cytoplasme,  et  il  n'est  pas  neces- 
saire  d'imaginer  de  mecanisme  particulier  pour 
assurer  leur  segregation.  Les  seuls  cas  delicats  sont 
ceux  du  centrosome,  present  au  depart  en  un  seul 
exemplaire  dans  la  cellule  animale,  et  dont  nous 
avons  annonce  que  sa  division  precede  en  fait  celle 
du  noyau,  et  celui  du  chloroplaste  unique  (et 
geant)  de  certaines  especes  d' Algues.  Ici  aussi,  la 
division  de  l'organite  precede  toujours  la  cytodie- 
rese,  grace  a  des  controles  encore  mal  connus. 

A  cote  de  cette  situation  courante,  on  connait  de 
nombreux  exemples  de  divisions  asymetriques 
liees  au  developpement  et  a  la  differentiation  (voir 
chapitre  14).  C'est  le  cas  classique  des  segmenta¬ 
tions  inegales  observees  au  cours  du  developpe¬ 
ment  precoce  des  embryons  d'Invertebres  ou  de 
Vertebres  inferieurs.  Une  belle  illustration  de  ceci 
est  fournie  par  la  repartition,  dans  les  differents 
blastomeres  issus  du  clivage  de  l'oeuf,  de  compo- 
sants  reconnaissables  en  cytologie  par  leur  aspect 
ou  leur  couleur  ;  l'exemple  le  plus  demonstratif  est 
celui  des  embryons  d'ascidie  (embranchement  des 
Urocordes).  Le  devenir  des  cellules  ainsi  « mar¬ 
quees  »  est  rigoureusement  determine  et  on 
montre,  par  des  experiences  de  destruction  selec¬ 
tive,  que  chacune  d'elles  fournit  normalement  une 
partie  bien  precise  de  la  jeune  larve  ;  on  parle  alors 
d'oeufs-mosa'ique.  Dans  la  plupart  des  cas,  le  cyto¬ 
plasme  de  l'oeuf  est  heterogene  avant  toute  divi¬ 


sion  cellulaire  ;  cette  repartition  inegale  n'est 
cependant  pas  toujours  passive  car  on  connait  des 
exemples  ou  des  composants  uniformement  repar¬ 
tis  dans  l'oeuf  se  trouvent  ensuite  concentres  a  un 
pole  cellulaire  et  systematiquement  associes  a  un 
nombre  limite  de  cellules,  lors  de  la  segmentation. 
C'est  de  cette  fagon  que  les  cellules  de  la  lignee 
germinale,  chez  divers  Animaux  (certains  Insectes, 
Amphibiens  ou  Nematodes),  heritent  tres  precoce¬ 
ment  de  granules  denses  contenus  dans  l'oeuf,  et 
qui  ont  ete  mis  en  rapport  direct  avec  la  destinee 
sexuelle  qui  les  caracterise  (plasme  germinal). 

Enfin,  la  distinction  entre  cellules  immortelles  et 
cellules  destinees  a  se  differencier  (et  a  mourir, 
faute  de  descendance)  est  souvent  le  resultat  de 
divisions  asymetriques  et  du  partage  inegal  de 
constituants  cytoplasmiques.  Bien  que  le  meca¬ 
nisme  soit  un  peu  different,  on  peut  rapprocher  de 
ceci  le  cas  des  cellules  souches  qui  sont  a  l'origine 
de  certains  tissus  a  croissance  continue  :  epithe¬ 
lium  intestinal,  cutane,  tissus  glandulaires  (voir 
chapitres  13  et  14). 

•  Decouplage  entre  mitose  et  cytodierese 

II  faut  enfin  signaler  qu'il  existe  de  nombreux 
cas  ou  la  division  du  noyau  est  desynchronisee  par 
rapport  a  celle  du  hyaloplasme  :  dans  les  embryons 
precoces  d'Insectes,  par  exemple,  de  nombreux 
cycles  de  division  nucleaire  conduisent,  en  l'ab- 
sence  de  segmentation,  a  une  seule  cellule  geante 
contenant  jusqu'a  8  000  noyaux  distribues  de  fa  con 
peripherique.  Chez  les  Vertebres,  on  peut  titer  des 
exemples  de  cellules  binucleees  (certains  hepato- 
cytes),  ou  bien  plurinucleees  (osteoclastes).  Les 
phenomenes  d'endoreplication  conduisant  aux 
chromosomes  polyteniques,  ou  ceux  a  l'origine  de 
la  polyploidie  (megacaryocytes),  relevent  de  meca- 
nismes  voisins  bien  que  tout  se  passe  alors  au  sein 
d'un  meme  noyau  (voir  chapitre  8). 

4.3  Particularites  de  la  mitose 
chez  les  Vegetaux  superieurs 


4.3.1.  Absence  de  centrosome  et  mouvements 

SPECIFIQUES  DES  MICROTUBULES 

Les  Vegetaux  superieurs  (les  Angiospermes  et 
la  plupart  des  Gymnospermes)  ne  possedent  pas 
de  centrioles  comme  centres  organisateurs  de 
microtubules  ;  ces  structures  se  rencontrent  en 
revanche  chez  les  Vegetaux  inferieurs  :  les  Mousses 
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et  les  Fougeres  (dans  leurs  gametes  males),  ainsi 
que  chez  certaines  Algues  et  Champignons.  Lors  de 
la  division  cellulaire,  le  comportement  des  micro¬ 
tubules  est  done  specifique  et  tres  original  chez  les 
Vegetaux  superieurs  ;  leur  role  dans  l'orientation 
du  plan  de  clivage  est  determinant,  comme  dans 
les  cellules  animales,  mais  les  mecanismes  mis  en 
jeu  sont  fondamentalement  differents. 

Nous  avons  vu  dans  le  chapitre  11  que  le  cytos- 
quelette  interphasique  de  ces  cellules  est  constitue 
de  microtubules  corticaux  organises  en  anneaux 
serres  ou  en  helices,  en  general  perpendiculaires 


au  grand  axe  de  la  cellule.  Le  premier  signe  avant- 
coureur  de  la  division  est  le  regroupement  de  ces 
microtubules  en  une  ceinture  corticale,  dite  bande 
preprophasique,  qui  marque  le  futur  plan  de  cli¬ 
vage  (voir  figure  12.14).  Cette  structure  disparait 
au  profit  de  microtubules  perinucleaires  qui  consti¬ 
tuent,  pendant  la  prophase,  un  manchon  perpen- 
diculaire  au  plan  precedemment  determine.  Lors 
de  la  prometaphase,  les  microtubules  envahissent 
l'espace  nucleaire  laisse  libre  et  constituent  un 
fuseau  mitotique  caracteristique,  bien  qu'il  n'existe 
pas  de  fibres  asteriennes  :  on  parle  alors  de  mitose 


telophase 


cytodierese 


interphase  precoce 


interphase 


Figure  12.14 

Evolution  du  cytosquelette  microtubulaire  des  cellules  vegetales  au  cours  du  cycle  cellulaire 

La  disposition  en  anneaux  corticaux  est  caracteristique  de  l'interphase  de  ces  cellules  (voir  chapitre  11)  ;  noter  que  la 
mitose  est  ici  anastrale.  Au  stade  de  la  preprophase,  une  bande  corticale  etroite  de  microtubules  marque  l'emplace- 
ment  du  futur  phragmoplaste. 
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anastrale.  Les  microtubules  polaires  et  kinetocho- 
riens  s'enracinent  dans  un  territoire  hyaloplas- 
mique  non  differencie. 

Lors  de  la  telophase  et  de  la  cytodierese,  les 
microtubules  polaires  s'ecartent  peu  a  peu  de  l'axe 
determine  par  les  noyaux-fils  et  se  retrouvent  pla¬ 
ques  sous  les  membranes  parietales  ;  dans  les  deux 
cellules-filles,  ils  se  reorganised  ensuite  en  helices 
ou  anneaux  corticaux  classiques.  La  position  de  la 
bande  preprophasique  determine  toujours  le  plan 
de  clivage,  quelle  que  soit  sa  position  par  rapport 
au  grand  axe  de  la  cellule  ;  dans  le  cas  des  divisions 
asymetriques  (voir  plus  loin),  c'est  cette  bande  qui 
se  deplace  en  entrainant  le  noyau,  et  qui  est  a  l'ori- 
gine  de  la  formation  d'une  petite  et  d'une  grande 
cellule.  Le  devenir  de  chaque  cellule  est  ainsi 
rigoureusement  fixe,  mais  la  base  de  la  polarite  et 
des  controles  mis  en  jeu  sont  encore  inconnus. 

4.3.2.  Cytodierese 

La  division  du  cytoplasme  des  cellules  vegetales 
s'effectue,  non  par  pincement  comme  dans  les  cel¬ 
lules  animales,  mais  par  construction  d'une  nou- 
velle  paroi  separant  les  cellules-filles.  A  la  fin  de  la 
telophase,  les  microtubules  polaires  residuels,  rela- 
tivement  courts,  forment  une  sorte  de  disque  epais 
situe  entre  les  deux  noyaux,  appele  phragmo- 
plaste  ;  ils  sont  accompagnes  de  nombreux  fila¬ 
ments  d'actine  et  de  petites  vesicules  d'origine 
golgienne.  Ces  dernieres  sont  guidees  par  les 
microtubules  vers  le  plan  equatorial,  ou  elles 
fusionnent  les  unes  avec  les  autres  et  constituent 
alors  la  plaque  cellulaire.  Le  contenu  de  ces  vesi¬ 
cules  est  forme  de  precurseurs  de  la  paroi  cellulaire 
(essentiellement  de  nature  polysaccharidique)  ; 
leur  membrane  sera,  en  fin  de  compte,  a  l'origine 
de  la  membrane  plasmique  de  chacune  des  deux 
cellules-filles.  La  plaque  cellulaire  est  done  un 
disque  limite  par  une  membrane,  qui  s'agrandit  de 
fa«;on  centrifuge  a  mesure  que  de  nouvelles  vesi¬ 
cules  fusionnent  a  sa  peripherie  ;  il  arrive  ainsi  un 
moment  ou  cette  structure  rencontre  les  parois 
laterales  de  la  cellule  initiale,  ce  qui  conduit  a  la 
fusion  des  membranes  plasmiques,  ainsi  qu'a  la 
fusion  des  materiaux  de  la  paroi  transversale  avec 
ceux  des  parois  preexistantes  (voir  figure  12.15). 

La  separation  entre  les  deux  cellules-filles  est 
terminee,  et  la  lamelle  moyenne  qui  est  ainsi  for- 
mee  contient  uniquement  des  pectines,  des  hemi- 
celluloses  et  des  proteines.  La  mise  en  place  de 
fibrilles  de  cellulose,  selon  le  mecanisme  decrit 
dans  le  chapitre  14,  viendra  ulterieurement  et  per- 


golgien 


Figure  12.15 

La  cytodierese  chez  les  cellules  vegetales 
Le  phragmoplaste  et  la  plaque  cellulaire  sont  les  precur¬ 
seurs  de  la  paroi  separant  les  cellules-filles. 


mettra  la  formation  des  parois  primaires.  La  cloison 
transversale  ainsi  realisee  n'est  pas  completement 
etanche  car  il  persiste  des  orifices  contenant  des 
tubules  membranaires  qui  assurent  une  communi¬ 
cation  entre  les  cellules  voisines.  Ces  fins  tubules 
qui  traversent  la  paroi  sont  limites  par  la  mem¬ 
brane  plasmique  ;  ils  contiennent  du  cytoplasme  et 
des  elements  du  reticulum  endoplasmique  de  la 
cellule  initiale,  qui  ont  ete  emprisonnes  lors  de  la 
formation  de  la  plaque  cellulaire  ;  ils  constituent 
les  plasmodesmes  (voir  chapitre  14). 

Comme  chez  les  cellules  animales,  la  division 
des  noyaux  n'est  pas  toujours  immediatement  sui- 
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vie  de  la  cytodierese  ;  on  peut  citer  l'exemple  de 
l'albumen  triploide  des  graines  de  nombreuses 
plantes  superieures,  dont  la  formation  implique 
souvent  un  passage  par  une  forme  syncytiale.  De 
meme,  les  consequences  du  partage  inegal  du 
cytoplasme  chez  les  Vegetaux  sont  importantes 
sur  le  plan  du  developpement  des  cellules.  On 
connait  plusieurs  exemples  de  divisions  asyme- 
triques  conduisant  a  des  cellules  dont  les  destinees 
sont  differentes  :  c'est  le  cas  des  cellules  allongees 
de  la  racine  qui  sont  a  l'origine  des  poils  absor- 
bants  (la  plus  petite  des  deux  cellules  formees 
donnant  toujours  le  poil)  ou  celui  des  cellules  a 
l'origine  des  cellules  de  garde  dans  les  stomates. 
L'exemple  le  plus  frappant  est  sans  doute  celui  des 
apicales  des  filaments  a  croissance  continue  obser¬ 
ves  chez  les  Algues  et  les  Mousses  ;  il  s'agit  de  cel¬ 
lules  hautement  polarisees,  possedant  une 
differentiation  longitudinale  marquee,  et  dont  la 
division  transversale  conduit  a  une  distribution 
tres  differente  des  organites  dans  les  cellules-filles. 
L'apicale  fonctionne  comme  une  cellule-souche 
immortelle  donnant  naissance  a  un  filament  au 
sein  duquel  une  differentiation  se  manifestera. 


4.4  Diversite  des  modalites  de  la  division 
chez  les  Eucaryotes 


Outre  les  differences  qui  viennent  d'etre  decrites 
entre  la  mitose  des  cellules  animales  et  celle  des 
cellules  vegetales,  on  observe  de  nombreuses 
variations  chez  les  autres  Eucaryotes  :  Protistes, 
Algues  et  Champignons.  Elies  portent  sur  la  nature 
et  la  localisation  des  centres  organisateurs  de 
microtubules,  le  devenir  de  l'enveloppe  nucleaire, 
l'origine  du  mouvement  des  chromosomes  et  les 
modalites  de  la  cytodierese.  En  ce  qui  concerne  les 
centres  organisateurs  de  microtubules,  il  faut 
signaler  par  exemple  que  les  Champignons  (a 
l'exception  de  quelques  groupes,  dont  les 
Oomycetes),  ne  possedent  pas  de  centrioles  mais 
des  plaques  opaques  aux  electrons  collees  a  l'enve- 
loppe  nucleaire  ;  ces  structures  sont  a  l'origine  de 
microtubules  situes  dans  le  hyaloplasme  et  dans  le 
noyau  lui-meme.  En  revanche,  les  Algues  presen- 
tent  une  grande  diversite  de  systemes,  allant  des 
centrioles  classiques  (Pheophycees)  a  des  disposi- 
tifs  composites  moins  organises,  en  forme  de  glo¬ 
bules  et  de  plaques  amorphes  (Diatomees). 


Selon  la  nature  du  centre  organisateur,  on  peut 
obtenir  des  fuseaux  classiques  de  microtubules  ou 
des  faisceaux  cylindriques  serres,  localises  a  l'inte- 


rieur  du  noyau  ou  bien  le  traversant  de  part  en 
part,  sans  detruire  l'enveloppe,  a  travers  de  longs 
tunnels  (cas  des  Dinophycees).  L'enveloppe 
nucleaire  peut,  soit  persister  tout  du  long  de  la 
mitose,  soit  disparaitre  localement  sous  forme  de 
fenetres  au  niveau  des  centres  organisateurs,  ou 
completement  comme  chez  les  organismes  supe- 
rieurs  ;  dans  le  premier  cas  on  parle  de  mitoses 
fermees  ou  semi-fermees.  Chez  la  plupart  de  ces 
organismes,  le  mouvement  des  chromosomes  a 
l'anaphase  n'est  pas  lie  a  la  presence  de  kineto- 
chores  ;  les  chromosomes  glissent  simplement  le 
long  des  microtubules,  ou  bien  ils  sont  accroches  a 
l'enveloppe  nucleaire  et  se  separent  sous  l'action 
de  son  allongement,  a  la  maniere  de  ce  qui  est 
decrit  chez  les  Bacteries  (cas  des  Dinophycees).  Il 
faut  enfin  signaler  que  la  cytodierese  chez  de  nom¬ 
breuses  Algues  ou  les  Champignons  n'a  rien  de 
comparable  avec  le  systeme  du  phragmoplaste  des 
Vegetaux  superieurs. 

La  diversite  des  dispositifs  observes  est  telle 
que  ces  lignes  n'en  donnent  qu'une  faible  idee, 
chaque  groupe  presentant  souvent  des  caracteres 
uniques.  Certains  auteurs  ont  tente  de  reconstituer 
un  scenario  evolutif  lineaire,  sur  la  base  d'une 
complexification  croissante  de  mecanismes  faisant 
passer  du  systeme  procaryotique  simple  a  l'appa- 
reil  mitotique  des  cellules  animales,  considere 
comme  le  plus  elabore.  De  fait,  cette  diversite 
reflete  surtout  la  divergence  evolutive  conside¬ 
rable  existant  entre  tous  les  micro-organismes  en 
general  (polyphyletisme  ;  voir  chapitre  15). 


5.  LES  CARYOTYPES 
ET  LEUR  UTILISATION 

5.1  Etablissement  d'un  caryotype ; 
cartographie  des  bandes 
des  chromosomes 


La  realisation  des  caryotypes  est  habituellement 
effectuee  sur  des  tissus  contenant  des  cellules  en 
division  active.  Chez  les  Vegetaux,  on  s'adresse 
aux  meristemes  racinaires,  faciles  d'acces  (pointes 
de  ratines  en  croissance  rapide)  ou  aux  cellules 
sexuelles  males  (dans  les  etamines,  au  sein  des- 
quelles  les  cellules  meres  des  grains  de  pollen 
entrent  en  meiose).  Chez  les  Animaux,  on  etudie 
souvent  les  spermatogonies  ou  les  cellules  san¬ 
guines  en  culture  ;  voir  l'encart  suivant. 
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Encart  technique 

Realisation  d'un  caryotype  chez  1'Homme 

La  difficulte  pour  se  procurer  aisement  des  cel¬ 
lules  normalement  en  multiplication  active,  chez 
1'Homme,  est  tournee  de  la  fa  con  suivante  : 

1)  un  echantillon  de  sang  est  preleve  et  mis  en 
culture  en  presence  de  substances  qui  stimulent 
la  multiplication  des  globules  blancs  (lympho- 
blastes),  telles  que  les  lectines  ; 

2)  les  cellules  en  division  sont  mises  en  presence 
de  colchicine,  drogue  qui  bloque  les  cellules  en 
metaphase  (voir  chapitre  11)  et  favorise  l'etale- 
ment  des  chromosomes ; 

3)  un  choc  osmotique  est  realise,  qui  fait  eclater 
les  cellules  et  libere  les  chromosomes  (sur  une 
plaque  de  verre) ; 

4)  apres  fixation  et  coloration,  la  preparation 
cytologique  est  observee  au  microscope,  a  fort 
grossissement,  photographiee  et  analysee  (voir 
figure  12.16).  Cette  derniere  etape  est  actuelle- 
ment  le  plus  souvent  remplacee  par  une  analyse 
directe  d'image  sur  ecran,  grace  a  des  systemes 
de  traitement  electronique  des  images. 

Les  elements  de  base  de  la  caracterisation  des 
chromosomes  ont  longtemps  ete  seulement  la 
taille  et  la  position  du  centromere.  L'indice  centro- 
merique,  defini  plus  haut,  permet  de  differencier 
des  categories  morphologiques  simples  telles  que  : 
chromosomes  metacentriques,  acrocentriques  ou 
telocentriques,  selon  que  le  centromere  est 
median,  subterminal  ou  terminal.  Depuis  les 
annees  70,  plusieurs  techniques  cytologiques  (dites 
de  banding)  ont  ete  developpees,  qui  permettent 
de  completer  cette  description  en  mettant  en  evi¬ 
dence  un  profil  reproductible  de  bandes  transver- 
sales  colorees,  le  long  des  chromosomes.  II  est 
ainsi  possible  d'identifier  chacun  d'eux  sans  ambi- 
guite,  meme  lorsque  la  taille  ou  l'indice  centrome- 
rique  sont  peu  discriminants.  La  premiere 
technique  (qui  utilise  la  coloration  de  Giemsa,  clas- 
sique  en  cytologie)  met  prealablement  en  oeuvre 
une  proteolyse  partielle  des  chromosomes  ;  elle 
fait  apparaitre  des  bandes  sombres,  dites  bandes 
G  (voir  figure  12.16).  Le  meme  profil  de  bandes  est 
egalement  visualise  grace  a  un  colorant  fluorescent 
(la  quinacrine)  qui  se  fixe  preferentiellement  sur 
les  regions  riches  en  paires  de  bases  A-T  (bandes 
Q)  ;  les  centromeres  sont  generalement  bien  colo¬ 
res  par  cette  technique,  mais  pas  les  telomeres.  Un 
autre  colorant  fluorescent  (l'acridine  orange)  a  une 
plus  grande  affinite  pour  les  paires  de  bases  G-C 
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Figure  12.16 

Les  chromosomes  humains 

(a)  Observation  brute  des  46  chromosomes  apres  un 
squash.  Lorsqu'on  represente  un  caryotype,  on  ne  des- 
sine  que  le  stock  haploide  de  base  caracteristique  de 
l'organisme  (et  eventuellement  le  chromosome  sexuel)  ; 
cette  representation  est  appelee  idiogramme.  (b)  Resultat 
de  la  technique  de  banding  G  appliquee  aux  chromo¬ 
somes  humains  :  exemples  des  chromosomes  3  et  4. 


et  donne  un  marquage  complementaire  du  prece¬ 
dent  :  on  parle  de  bandes  R  (pour  reverse) ;  celui-ci 
permet  done  de  bien  voir  les  zones  telomeriques, 
ce  qui  est  important  dans  le  cas  de  la  detection 
d'echanges  anormaux  d'extremites  de  bras  de 
chromosomes  (translocations). 

Chez  1'Homme,  plus  de  2000  bandes  sont  ainsi 
repertoriees,  ce  qui  autorise  une  analyse  tres  fine 
dont  nous  verrons  plus  loin  les  interets  multiples. 
II  faut  cependant  bien  comprendre  que  chaque 
bande  visible,  aussi  fine  soit-elle,  correspond  a  un 
grand  nombre  de  genes  ;  la  signification  exacte  de 
ces  bandes  plus  ou  moins  riches  en  A-T  et  G-C 
reste  mal  comprise.  On  doit  enfin  signaler  que 
lorsqu'on  peut  analyser  les  chromosomes  a  des 
stades  un  peu  plus  precoces  que  la  metaphase  (en 
fin  de  prophase,  alors  qu'ils  sont  moins  condenses) 
on  arrive  a  compter  jusqu'a  trois  fois  plus  de 
bandes.  En  fait,  celles-ci  fusionnent  progressive- 
ment  a  mesure  que  la  spiralisation  s'avance  dans 
le  temps,  pour  donner  des  bandes  plus  grosses  et 
moins  bien  delimitees. 
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5.2  Interet  de  I'etablissement  des  caryotypes 


Outre  l'etude  de  la  structure  du  stock  chromo- 
somique  et  de  ses  variations  au  cours  des  deux 
phases  de  vie  caracteristiques  des  cycles  de  repro¬ 
duction  sexuee,  la  realisation  des  caryotypes  pre¬ 
sente  un  double  interet,  a  la  fois  applique  et 
fondamental. 

5.2.1.  Interet  en  pathologie  :  les  anomalies 

CHROMOSOMIQUES 

De  nombreuses  anomalies  morphologiques  et 
physiologiques,  en  particulier  dans  le  monde  ani¬ 
mal,  sont  associees  a  des  modifications  des  chro¬ 
mosomes  decelables  par  l'analyse  des  caryotypes  ; 
il  existe  deux  grands  types  de  remaniements, 
concemant  la  structure  ou  le  nombre  des  chromo¬ 
somes.  Leur  taille,  leur  forme  et  leur  organisation 
interne  peuvent  etre  affectees  par  divers  evene- 
ments,  tels  que  :  inversion,  deletion  ou  addition, 
duplication,  translocation  de  segments  de  chromo¬ 
somes,  fission  ou  fusion  de  chromosomes  entiers 
au  niveau  des  centromeres.  Le  nombre  de  chromo¬ 
somes  peut  etre  modifie  de  deux  fa^ons  diffe- 
rentes,  soit  au  niveau  global,  soit  au  niveau  de 
chacun  d'eux.  Dans  le  premier  cas,  on  a  des  phe- 
nomenes  de  polyplo’idie  dans  les  cellules  soma- 
tiques  qui,  au  lieu  de  contenir  2n  chromosomes 
(diploidie),  en  renferment  3n  (triploidie),  4n  (tetra- 
ploidie)...  Inversement,  et  de  fa  con  exceptionnelle, 
certains  organismes  superieurs  sont  constitues  de 
cellules  haploides,  au  lieu  de  cellules  diploides 
(cas  des  faux-bourdons). 

La  meiose  etant  un  processus  complexe,  il  n'est 
pas  rare  que  des  erreurs  se  produisent,  en  particu¬ 
lier  des  phenomenes  de  non  separation  (non  dis¬ 
junction)  des  homologues  en  division  I,  situation  la 
plus  frequente,  ou  des  chromatides  en  division  II. 
Dans  ces  deux  cas,  les  gametes  formes  heritent 
d'un  nombre  anormal  de  chromosomes,  soit  en 
trop,  soit  en  moins.  Les  zygotes  obtenus  apres  une 
fecondation  mettant  en  jeu  ces  gametes  anormaux 
presenteront  done  un  caryotype  dit  aneuploide  : 
pour  une  paire  donnee  de  chromosomes  homo¬ 
logues  dans  une  cellule  normalement  diploide,  on 
a  une  unite  en  trop  (trisomie  :  2n  +1  chromosomes) 
ou  en  moins  (monosomie  :  2n  -1  chromosomes)  ; 
l'anomalie  peut  aussi  bien  affecter  les  autosomes 
que  les  chromosomes  sexuels  ;  voir  l'encart  biome¬ 
dical  suivant.  Les  Vegetaux  s'accomodent  bien  de 


la  presence  d'anomalies  chromosomiques  qui 
induisent  des  desordres  severes  chez  les 
Animaux  :  le  degre  superieur  d'integration  des 
fonctions  physiologiques  chez  ces  derniers  est  cer- 
tainement  responsable  de  cet  etat  de  choses. 

Encart  biomedical 

Les  anomalies  chromosomiques 
chez  l'Homme 

Diverses  anomalies  chromosomiques  respon- 
sables  de  syndromes  plus  ou  moins  graves  sont 
connues  chez  l'Homme.  L'exemple  le  plus  clas- 
sique  est  celui  du  syndrome  de  Down,  ou  mon- 
golisme  (trisomie  21).  Il  existe  un  rapport  clair 
entre  l'age  de  la  mere  et  la  probability  qu'elle  ait 
un  enfant  trisomique.  Le  processus  de  non  dis- 
jonction  est  mis  en  rapport  avec  le  vieillissement 
des  cellules  germinales  au  sein  des  ovaires.  A 
l'exception  des  trisomies  des  chromosomes  13, 
18  et  21,  ces  anomalies  sont  letales  au  cours  du 
developpement  embryonnaire  ou  foetal,  de 
meme  que  toutes  les  monosomies.  Plus  de  50  % 
des  avortements  spontanes  seraient  dus  a  des 
anomalies  de  ce  type. 

L'aneuploidie  concerne  aussi  les  chromosomes 
sexuels.  Elle  est  en  general  moins  desastreuse 
pour  le  developpement  que  les  precedentes, 
mais  un  mauvais  dosage  des  chromosomes  X 
ou  Y  perturbe  la  physiologie  sexuelle  des  indi- 
vidus.  Le  syndrome  de  Turner  (un  seul  X,  ou 
XO)  correspond  a  un  individu  femelle  dont  le 
developpement  genital  s'arrete  a  un  stade  juve¬ 
nile.  Les  individus  de  type  XXY  sont  des 
hommes  steriles  presentant  des  caracteres  femi- 
nins  et  un  retard  mental  (syndrome  de 
Klinefelter),  tandis  que  ceux  de  type  XYY  sont 
d'apparence  normale. 

D'autres  anomalies  correspondent  a  des  altera¬ 
tions  de  la  structure  meme  des  chromosomes. 
Les  phenomenes  d'inversion  ne  sont  pas  res- 
ponsables  d'anomalies  phenotypiques  chez  les 
individus,  mais  ils  sont  a  l'origine  de  la  forma¬ 
tion  de  chromosomes  anormaux  lors  de  la 
meiose.  De  meme,  les  translocations  peuvent  ne 
pas  avoir  de  repercussions,  mais  certaines 
d'entre  elles  augmentent  la  probability  d'obte- 
nir  des  cellules  cancereuses.  C'est  le  cas  des 
formes  de  leucemie  liees  a  la  presence  du  chro¬ 
mosome  dit  «  de  Philadelphie  »,  qui  est  une  ver¬ 
sion  raccourcie  du  chromosome  22,  avec  une 
translocation  sur  le  chromosome  9.  La  synthese 
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d'une  proteine  anormale  intervenant  dans  le 
controle  du  cycle  cellulaire  est  activee,  et  une 
proliferation  anarchique  des  cellules  s'en  suit. 
La  perte  d'un  segment  chromosomique,  est 
presque  toujours  letale  ou  responsable  d'ano- 
malies  graves  (exemple  du  syndrome  du  «cri 
du  chat»  :  deletion  dans  le  chromosome  5). 

L'etablissement  du  caryotype,  dans  des  situa¬ 
tions  a  risques,  fait  done  partie  des  methodes  cou- 
rantes  de  prevention  ;  le  perfectionnement 
constant  des  techniques  de  cytologie  a  ainsi  gran- 
dement  beneficie  a  la  recherche  medicale  concer- 
nee  par  les  maladies  genetiques.  II  faut  a  ce  sujet 
signaler  une  application  recente  des  caryotypes,  a 
savoir  la  possibility  de  cartographier  des  genes  sur 
les  chromosomes  par  hybridation  in  situ  avec  des 
sondes  correspondant  a  des  sequences  connues 
(voir  chapitre  3)  ;  cette  technique  est  tres  impor- 
tante  pour  l'approche  moleculaire  de  ces  maladies 
et  leurs  therapies. 

5.2.2.  Interet  dans  l'etude  de  Devolution 

L'examen  attentif  des  chromosomes  apporte  de 
nombreuses  informations  concernant  les  pheno- 
menes  de  speciation  (origine  des  especes)  et  devo¬ 
lution.  On  observe  en  effet  que  des  especes 
proches  au  plan  systematique  ont  en  general  des 
caryotypes  voisins  ;  les  variations  detectees  a  leur 
niveau  permettent  d'estimer  la  parente  entre 
especes  ou  groupes  animaux  et  vegetaux,  de 
construire  des  arbres  genealogiques  et  de  reconsti- 
tuer  des  lignees  evolutives.  L'exemple  des 
Primates  peut  illustrer  l'utilisation  des  caryotypes 
pour  l'etude  de  l'origine  de  l'Homme. 

L'Homme  (2n  =  46)  et  le  chimpanze  (2n  =  48) 
sont  deux  genres  separes  qui  ne  peuvent  cepen- 
dant  etre  distingues,  au  niveau  de  leurs  chromo¬ 
somes,  que  par  des  differences  mineures.  Treize  de 
leurs  chromosomes  sont  strictement  identiques,  les 
autres  sont  similaires  a  quelques  details  pres 
(inversions  et  additions).  La  seule  difference  nette 
porte  sur  le  chromosome  2  humain,  qui  resulte 
visiblement  de  la  fusion  de  2  chromosomes  bien 
identifiables  chez  le  chimpanze.  Lorsqu'on  analyse 
les  caryotypes  des  divers  representants  de 
Primates  (singes,  ou  Simiens,  et  Humains),  on 
observe  a  la  fois  des  ressemblances  et  des  diffe¬ 
rences  dans  leurs  chromosomes.  En  comparant 


avec  soin  leurs  profils  de  bandes,  on  identifie  des 
chromosomes  ou  des  segments  de  chromosomes 
homologues  dans  ces  differentes  especes,  ce  qui 
permet  de  construire  des  arbres  genealogiques 
pour  chacun  d'eux. 

Par  exemple,  dans  le  cas  du  chromosome  7 
(metacentrique)  de  l'Homme,  on  montre  que  celui- 
ci  se  retrouve  chez  les  Prosimiens  (ancetres  tres 
lointains,  representes  par  les  Lemuriens  de 
Madagascar)  sous  la  forme  de  deux  chromosomes 
acrocentriques  distincts.  Ces  deux  entites  diffe¬ 
rentes  existent  aussi  chez  les  singes  d'Amerique 
tandis  que  ceux  d'Afrique  et  l'Homme  n'ont  qu'un 
seul  chromosome,  qui  provient  done  tres  claire- 
ment  de  la  fusion,  au  niveau  des  centromeres,  des 
deux  unites  ancestrales.  L'analyse  detaillee 
d'autres  remaniements  tels  que  les  fissions,  les 
inversions,  les  translocations,  qui  affectent  un 
grand  nombre  d'autres  chromosomes,  permet  de 
situer  les  especes,  les  genres,  les  families,  les  uns 
par  rapport  aux  autres  et  done  de  retracer  l'his- 
toire  du  groupe  au  cours  du  temps.  Cette  etude 
confirme  que  le  gorille,  le  chimpanze  et  l'Homme 
represented  une  branche  recemment  individuali- 
see  dans  l'evolution  des  Primates. 

Les  relations  de  parente  entre  especes  de  droso- 
philes  ont  pu,  la  meme  fagon,  etre  clairement  eta- 
blies  grace  a  l'examen  de  leurs  chromosomes  ; 
l'analyse  du  caryotype  de  ces  organismes  est  gran- 
dement  facilitee  par  la  presence,  au  sein  des  tissus 
larvaires,  de  chromosomes  geants  polyteniques 
dont  les  profils  de  bandes  colorees  sont  bien  carac- 
teristiques  (voir  chapitre  8).  Chez  les  Vegetaux 
superieurs,  il  existe  aussi  de  nombreux  exemples 
d'especes  naturelles  ou  domestiquees  (creees  par 
l'homme)  dans  les  caryotypes  desquelles  on  recon- 
nait  cytologiquement  la  participation  de  genomes 
entiers  issus  des  especes  parentales  (phenomenes 
d'auto-  et  d'allopolyploidie). 

II  faut  cependant  signaler  l'existence  d'excep- 
tions  a  cette  regie  de  parente  caryotypique  entre 
especes  voisines.  Chez  les  Animaux,  par  exemple, 
on  connait  deux  especes  tres  voisines  de  cerfs 
(semblables  par  l'aspect  et  le  comportement,  mais 
non  fertiles  entre-elles)  dont  les  caryotypes  sont 
completement  differents  :  4  grands  chromosomes 
dans  un  cas,  et  23  petits  dans  l'autre.  Des  situa¬ 
tions  identiques  sont  decrites  dans  le  monde  vege¬ 
tal  ;  e'est  le  cas  de  la  feve  et  du  haricot,  qui  ont  des 
quantites  d'ADN  par  noyau  et  des  nombres  chro- 
mosomiques  bien  differents. 
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Perspective  biomedicale 


Les  maladies  de  la  reparation  de  l'ADN 


Chez  tous  les  etres  vivants,  la  complexity  des 
mecanismes  mis  en  oeuvre  dans  les  processus  de 
reparation  de  l'ADN  endommage  a  ete  demon¬ 
tree  ;  l'inactivation  de  chacun  des  genes  codant 
pour  les  enzymes  impliquees  dans  ces  systemes  a 
pour  consequence  immediate  une  diminution 
importante  de  la  capacity  des  cellules  a  reparer 
leur  ADN,  et  une  augmentation  du  taux  de  muta¬ 
tion.  Chez  l'Homme,  l'existence  de  nombreuses 
maladies  genetiques  se  traduisant  par  une  predis¬ 
position  a  divers  cancers  et,  tres  souvent,  par  une 
hypersensibilite  a  des  agents  physiques  (rayons 
UV  ou  gamma),  atteste  de  l'importance  vitale  de 
ces  processus.  Parmi  les  nombreuses  maladies  de 
ce  genre  actuellement  identifiees,  deux  retiendront 
notre  attention. 

•  Le  syndrome  nomine  Xeroderma  pigmentosum  est 
une  maladie  recessive  autosomale  affectant  en 
moyenne  un  individu  sur  250  000.  Les  patients 
presentent  un  phenotype  caracteristique  :  une 
extreme  sensibility  aux  rayons  UV,  de  sorte  qu'ils 
developpent  de  multiples  cancers  de  la  peau  sur 
toutes  les  zones  exposees  a  la  lumiere  solaire  ;  une 
peau  seche  vieillissant  prematurement  ;  une  pho- 
tophobie  s'accompagnant  de  cataracte  et  un  risque 
eleve  de  tumeurs  oculaires.  De  plus,  des  signes 
neurologiques  graves  :  retard  mental  et  degeneres- 
cences  neurologiques,  s'ajoutent  souvent  a  ces 
traits  (25  %  des  malades)  ;  l'esperance  de  vie  est 
peu  elevee  :  moins  des  deux  tiers  des  individus 
atteignent  Page  adulte.  II  n'y  a  pas  de  traitement, 
sauf  la  protection  contre  la  lumiere. 

II  a  ete  montre,  en  1968,  que  ces  individus  ne  dis- 
posent  plus  de  mecanisme  efficace  d'elimination 
des  dimeres  de  thymine  causes  par  les  UV  ;  il 
s'agit  du  systeme  decrit  plus  haut  sous  le  nom  de 
«  systeme  de  reparation  par  excision  d'oligonu- 
cleotides».  Huit  genes  peuvent  etre  touches,  cor- 
respondant  aux  diverses  proteines  impliquees 
dans  cette  reparation.  Des  formes  homologues  de 
tous  ces  genes  ont  ete  retrouvees  chez  la  levure  de 
biere  ;  le  systeme  equivalent  chez  E.  coli  ne  neces- 


site  que  trois  proteines,  et  l'oligonucleotide  excise 
y  est  aussi  plus  court  (13  bases,  contre  29  chez 
l'Homme). 

II  faut  rappeler  ici  que  tous  les  individus,  meme 
ceux  chez  qui  le  systeme  de  reparation  fonctionne 
parfaitement,  doivent  se  metier  des  expositions 
prolongees  au  soleil.  Au-dela  de  certaines  limites, 
les  cellules  sont  incapables  de  corriger  toutes  les 
lesions  de  l'ADN.  La  consequence,  ici  aussi,  est 
l'apparition  de  mutations  et  la  survenue  de  can¬ 
cers  de  la  peau. 

•  Le  cancer  du  colon  et  du  rectum  est  une  forme 
tres  repandue  de  tumeur  maligne  (10  %  du  total). 
Si,  dans  la  plupart  des  cas,  il  ne  s'agit  pas  d'une 
maladie  genetiquement  transmissible,  on  connait 
cependant  au  moins  une  forme  de  predisposition 
hereditaire  a  cette  affection  (15  %  des  cancers  du 
colon).  Les  individus  a  risque  ont  une  probability 
de  developper  la  maladie  tres  superieure  a  la 
moyenne  de  la  population.  En  1993,  il  a  ete  montre 
que  la  quasi-totalite  de  ces  malades  possede  une 
forme  alteree  de  l'un  des  nombreux  genes  codant 
pour  les  proteines  intervenant  dans  la  « reparation 
des  mesappariements  de  bases »  (erreurs  effec- 
tuees  lors  de  la  replication).  Les  defauts  dans  ces 
genes  induisent  l'apparition  de  mutations  dans 
d'autres  genes,  favorisant  la  survenue  de  cellules 
cancereuses. 

Les  families  a  risque  font  actuellement  l'objet 
d'une  surveillance  accrue,  et  l'identification  des 
genes  mutes  autorise  la  realisation  de  diagnostics 
genetiques  prenataux.  D'un  point  de  vue  preven¬ 
ts,  la  pratique  reguliere  de  coloscopies  chez  les 
individus  atteints  permet  l'elimination  chirurgi- 
cale  des  polypes,  avant  que  ceux-ci  ne  donnent  des 
tumeurs  malignes. 

La  situation  est  identique  pour  une  forme  de  pre¬ 
disposition  au  cancer  du  sein  et  des  ovaires,  chez 
la  femme  ;  on  sait  maintenant  que  les  personnes 
affectees  sont  incapables  de  reparer  les  cassures 
d'ADN  double-brin,  au  moyen  du  systeme  de  cor¬ 
rection  nomme  plus  haut  «  reparation  homologue». 
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Resume 


Chez  les  etres  unicellulaires,  la  division  est  le  seul 
moyen  de  reproduction  et  de  colonisation  des 
milieux.  En  revanche,  chez  les  pluricellulaires,  elle 
intervient  de  diverses  manieres,  lors  de  la 
construction  de  l'organisme  (developpement 
embryonnaire  des  Animaux  et  des  Vegetaux),  ou 
pendant  la  vie  de  l'adulte,  a  travers  la  reparation 
des  tissus,  la  regeneration  et  la  production  des 
gametes,  par  exemple. 

La  mitose  est  un  mode  de  reproduction  conforme 
de  l'information  genetique  chez  les  Eucaryotes  ; 
elle  peut  s'effectuer  dans  des  cellules  de  ploidie 
quelconque.  En  revanche,  la  meiose,  qui  intervient 
dans  les  processus  de  reproduction  sexuee, 
implique  deux  divisions  successives  ;  elle  permet 
le  passage  d'une  cellule  diploide  (2n  chromosomes) 
a  quatre  cellules  haploides  (n  chromosomes).  Ses 
consequences  sont  considerables  au  plan  gene¬ 
tique,  car  elle  est  une  source  majeure  de  recombi- 
naison,  via  les  mecanismes  dits  de  brassage  inter 
et  intra-chromosomique. 

La  transmission  fidele  du  message  hereditaire  lors 
de  la  division  repose  sur  la  duplication  de  l'ADN, 
qui  est  un  processus  semi-conservatif  catalyse  par 
des  ADN  polymerases.  Le  fonctionnement  de  ces 
enzymes  dans  un  seul  sens  (5'  — »  3')  implique  un 
mode  de  synthese  complexe  des  nouveaux  brins 
d'ADN  et  l'intervention  d'un  grand  nombre 
d'enzymes.  Au  niveau  des  yeux  de  replication,  la 
synthese  des  deux  nouveaux  brins  d'une  meme 
fourche  s'effectue  de  maniere  tres  differente  :  le 
brin  precoce  est  allonge  de  fa^on  continue  a  partir 
de  l'origine  de  replication,  tandis  que  le  brin 
retarde  necessite  la  synthese  recurrente  d'amorces 
d'ARN  et  de  brins  d'Okasaki  qui  seront  ensuite 
ligatures. 

La  duplication  de  l'unique  chromosome  circulaire 
bacterien  demarre  au  niveau  d'une  seule  origine  et 
met  en  oeuvre  un  seul  ceil  de  replication  a  fonc¬ 
tionnement  bidirectionnel.  Chez  les  Eucaryotes, 
qui  possedent  de  longs  chromosomes  lineaires,  il 
existe  plusieurs  dizaines  de  replicons  de  taille  dif¬ 
ferente  sur  chacun  d'eux,  dont  la  mise  en  route 
n'est  pas  simultanee.  La  mitose  est  le  processus 


propre  aux  Eucaryotes  par  lequel  le  materiel  gene¬ 
tique  d'une  cellule  est  transmis,  apres  sa  duplica¬ 
tion,  aux  cellules-filles.  C'est  sous  la  forme  de 
chromosomes  condenses,  mecaniquement  appro- 
pries  pour  etre  distribues  sans  erreur,  que  cette 
repartition  est  effectuee.  La  condensation  de 
l'ADN  dans  ces  structures  resulte  de  la  superposi¬ 
tion  de  plusieurs  niveaux  d'organisation  ;  elle  per¬ 
met  un  degre  de  compaction  d'environ  104  fois. 

La  mitose  comprend  cinq  etapes  au  cours  des- 
quelles  les  chromosomes  s'individualisent  et  se 
partagent  entre  les  cellules-filles  au  moyen  d'un 
systeme  complexe  appele  appareil  mitotique.  Chez 
les  cellules  animales,  le  centrosome  est  un  centre 
organisateur  d'ou  emergent  trois  sortes  de  micro¬ 
tubules  :  asteriens,  polaires  et  kinetochoriens.  Les 
deux  premieres  categories  de  fibres  permettent 
d'organiser  l'espace  cellulaire  alors  que  les  der- 
nieres  assurent  efficacement  la  separation  des 
deux  lots  de  chromosomes-freres  et  leur  rassem- 
blement  dans  chaque  cellule,  apres  la  cytodierese. 

II  existe  des  differences  importantes  entre  certains 
mecanismes  de  la  division  chez  les  Animaux  et  les 
Vegetaux,  en  ce  qui  concerne  l'origine  des  sys- 
temes  associes  au  mouvement  des  chromosomes, 
et  le  partage  du  cytoplasme.  Bien  que  la  mitose 
soit  une  division  conforme,  elle  peut  aboutir,  a  tra¬ 
vers  des  phenomenes  de  division  asymetrique  du 
cytoplasme,  a  la  formation  de  cellules  ayant  des 
destinees  differentes  ;  on  en  connait  de  nombreux 
exemples  chez  tous  les  pluricellulaires. 

L'etablissement  des  caryotypes,  base  sur  des  carac- 
teres  morphologiques  ou  biochimiques  propres  a 
chaque  chromosome,  conduit  a  des  applications 
medicales  importantes.  II  est  en  effet  possible 
d'associer  certaines  anomalies  chromosomiques 
(souvent  liees  a  des  dysfonctionnements  de  la 
meiose),  a  des  syndromes  plus  ou  moins  graves 
chez  l'Homme.  De  plus,  la  comparaison  des  stocks 
chromosomiques  d'especes  proches  permet  sou¬ 
vent  d'etablir  entre  elles  des  relations  phylogene- 
tiques,  comme  cela  a  ete  montre  dans  le  cas  des 
Primates  et  de  la  lignee  humaine. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  snr  Internet  d  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Rappeler  les  differents  roles  des  divisions  cellulaires  chez  les  organismes  pluricellulaires. 

2.  Quelles  differences  fondamentales  existe-t-il  entre  la  mitose  et  la  meiose,  au  plan  cytologique  et  en 
ce  qui  concerne  la  signification  biologique  ? 

3.  Rappeler  les  mecanismes  qui  sont  a  l'origine  du  brassage  inter-chromosomique  et  du  brassage  intra- 
chromosomique,  lors  de  la  meiose. 

4.  Quelles  sont  les  4  etapes  theoriques  de  la  replication  de  l'ADN,  telles  qu'on  peut  les  predire  a  partir 
de  la  structure  en  double-brin  de  cette  molecule. 

5.  Decrire  l'experience  fondamentale  ayant  permis,  chez  les  Bacteries,  de  demontrer  que  la  replication 
de  l'ADN  est  de  type  semi-conservatif. 

6.  Quelles  sont  les  caracteristiques  majeures  du  fonctionnement  de  toutes  les  ADN  polymerases  ? 

7.  Decrire  les  elements  de  structure  et  le  principe  de  fonctionnement  d'un  ceil  de  replication. 

8.  Qu'appelle-t-on  fragments  d'Okasaki  et  comment  interviennent-ils  dans  la  progression  d'une 
fourche  de  replication  ? 

9.  Comment  peut-on  demontrer,  au  moyen  de  l'autoradiographie,  le  caractere  bidirectionnel  du  fonc¬ 
tionnement  des  yeux  de  replication  eucaryotiques,  et  mesurer  la  vitesse  de  ce  processus  ? 

10.  Donner  la  liste  des  proteines  et  des  principales  activites  enzymatiques  mises  en  jeu  dans  la  synthese 
des  deux  brins  d'ADN  lors  de  la  replication. 

11.  Decrire  deux  experiences  ayant  permis  de  comprendre  la  fa  con  dont  un  chromosome  bacterien  se 
duplique. 

12.  Quelles  sont  les  particularites  qui  distinguent  la  duplication  des  chromosomes  eucaryotiques  de 
celle  des  chromosomes  bacteriens  ? 

13.  Pour  quelles  raisons  moleculaires  la  replication  chez  les  Eucaryotes  est-elle  plus  lente  que  chez  les 
Procaryotes  ? 

14.  Donner  deux  exemples  de  modifications  chimiques  spontanees  ou  provoquees  de  l'ADN,  et  decrire 
leurs  consequences  au  niveau  des  cellules  et  des  organismes. 

15.  Enumerer  les  principaux  modes  de  reparation  de  l'ADN  mis  en  evidence  chez  les  etres  vivants. 

16.  Nommer  les  elements  constitutifs  caracteristiques  des  chromosomes  metaphasiques  des  cellules 
eucaryotiques  et  decrire  leur  architecture  moleculaire. 

17.  Rappeler  les  cinq  stades  de  la  mitose  et  decrire  les  evenements  majeurs  qui  les  caracterisent. 

18.  Comment  est  constitue  l'appareil  mitotique  des  cellules  animales,  et  comment  fonctionne-t-il  pour 
assurer  le  partage  egal  des  chromosomes-freres  lors  de  l'anaphase  ? 

19.  Quel  est  le  role  des  moteurs  microtubulaires  dans  le  mouvement  des  chromosomes  lors  de  l'ana¬ 
phase  chez  les  Eucaryotes  ? 

20.  Quelles  sont  les  particularites  de  la  mitose  des  cellules  des  Vegetaux  superieurs  ?  En  quoi  la  cytodie- 
rese  de  ces  cellules  differe-t-elle  de  celle  observee  chez  les  Animaux  ? 

21.  Donner  la  definition  des  techniques  de  banding  et  presenter  deux  exemples  de  l'utilisation  des  caryo- 
types. 

22.  Decrire  trois  maladies  genetiques  liees  a  un  dysfonctionnement  de  la  meiose  chez  l'espece  humaine. 


12.  Proliferation  des  cellules.  Aspects  moleculaires  et  cellulaires  de  la  division  395 


Chapitre  13 

CONTROLE 
DU  CYCLE  CELLULAIRE 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 

Un  exemple  de  signalisation 
cellulaire  :  le  declenchement 

de  la  mitose 


La  vie  des  cellules  est  ponctuee  de  phases  de 
croissance  separees  par  des  phases  de  divisions,  ce 
qui  definit  un  cycle,  bien  que  ce  ne  soit  pas  la 
meme  cellule  qui  en  traverse  les  differents  stades. 
Une  tres  grande  diversite  est  observee  en  ce  qui 
concerne  la  duree  du  cycle  cellulaire.  C'est  chez  les 
etres  unicellulaires,  en  general,  que  la  proliferation 
cellulaire  est  la  plus  spectaculaire  :  le  temps  de 
generation  des  cellules  procaryotiques  est  souvent 
inferieur  a  30  minutes,  et  chez  la  levure.  Eucaryote 
inferieur,  il  est  voisin  de  2  h.  Les  cellules  des  orga- 
nismes  pluricellulaires  complexes  se  reproduisent 
a  des  vitesses  tres  differentes  selon  les  tissus  et, 
dans  certains  cas,  elles  ne  se  divisent  plus  du  tout 
chez  l'adulte. 

Chez  les  Bacteries,  la  synthese  de  l'ADN  et  la 
duplication  du  chromosome  sont  continues  tout 
au  long  de  la  periode  de  croissance,  et  le  double- 
ment  de  taille  de  la  cellule  est  atteint  au  moment 
oil  le  chromosome  est  duplique  ;  le  cycle  est  ici  tres 
simple,  avec  deux  phases  seulement  qui  s'enchai- 
nent  :  duplication  et  repartition  du  materiel  gene- 
tique  dans  les  cellules  filles.  L'organisation  des 
cellules  eucaryotiques  est  plus  complexe,  et  leur 
cycle  cellulaire  comprend  toujours  deux  periodes 
distinctes,  identifiables  en  fonction  de  l'etat  du 
noyau,  comme  nous  l'avons  vu  dans  le  chapitre 
12.  De  plus,  les  mecanismes  controlant  les  etapes 
du  cycle  y  sont  beaucoup  plus  elabores  que  chez 
les  Procaryotes. 

Toutes  les  cellules  recoi vent  des  informations 
en  provenance  de  leur  environnement  et  commu- 


niquent  avec  leurs  congeneres  ou  les  cellules  voi- 
sines.  Ces  signaux  (chimiques  ou  physiques) 
induisent  le  plus  souvent  chez  les  cellules  des 
reponses  a  des  changements  des  conditions  de 
milieu  :  les  bacteries,  par  exemple,  orientent  leurs 
deplacements  en  fonction  de  la  quantite  et  de  la 
nature  des  nutriments  presents  dans  leur  milieu,  et 
les  levures  sont  sensibles  aux  pheromones  emises 
par  leurs  partenaires  sexuels.  Ce  qui  est  vrai  pour 
les  unicellulaires  libres  l'est  egalement  pour  les 
cellules  des  etres  multicellulaires.  La  pluricellula- 
rite,  caracteristique  des  Eucaryotes,  a  necessite  la 
mise  en  place  de  controles  stricts  des  divisions  des 
divers  types  de  cellules  appartenant  a  ces  orga- 
nismes,  de  maniere  a  maitriser  la  taille  des  organes 
qui  les  constituent.  De  meme,  des  reseaux  com¬ 
plexes  de  communication  intercellulaire  ont  ete 
etablis,  permettant  le  fonctionnement  integre  de 
l'organisme  entier. 

Pendant  pres  de  3  milliards  d'annees,  seuls  des 
etres  unicellulaires  ont  peuple  la  Terre  ;  la  pluricel- 
lularite  est  une  acquisition  recente  dans  l'histoire 
du  vivant  (-  700  millions  d'annees  ;  voir  chapitre 
16).  C'est  sans  doute  en  raison  de  la  complexity?  de 
ces  reseaux  que  revolution  a  ete  aussi  lente  pour 
passer  des  unicellulaires  aux  multicellulaires. 
L'ensemble  des  reactions  permettant  aux  cellules 
de  percevoir  les  stimuli  exterieurs  et  d'y  repondre, 
constitue  le  «metabolisme  de  l'information »  ;  la 
moitie  des  25  plus  grandes  families  de  proteines 
identifiees  chez  les  Mammiferes  sont  consacrees  a 
celui-ci.  L'elucidation  des  mecanismes  de  signali- 
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sation  cellulaire  constitue  un  des  volets  majeurs  de 
la  Biologie  actuelle  ;  si  de  nombreuses  connais- 
sances  ont  ete  acquises  grace  a  l'etude  de  deregle- 
ments  cellulaires  tels  que  les  cancers,  la  lutte 
contre  ces  derniers  beneficie  en  retour  de  ces 
recherches  fondamentales.  Quelques  notions  de 
signalisation  ont  deja  ete  evoquees  dans  les  cha- 
pitres  5  et  7  ;  elles  seront  completees  dans  ce  cha- 
pitre  par  l'etude  de  la  stimulation  de  la  division 
cellulaire  par  un  facteur  de  croissance  :  l'EGF. 


1.  LE  CYCLE  CELLULAIRE 
ET  SES  METHODES  D'ANALYSE 
CHEZ  LES  EUCARYOTES 


La  notion  de  cycle  cellulaire  s'applique  en  toute 
rigueur  aux  seules  cellules  qui  se  divisent  regulie- 
rement ;  c'est  par  exemple  le  cas  des  Protistes,  des 
cellules  de  levure,  des  cellules  embryonnaires  ou 
des  cellules  en  culture.  Ces  dernieres  constituent 
un  materiel  d'etude  privilegie,  en  raison  de  leur 
homogeneite  et  de  leur  rapidite  de  croissance  : 
leur  cycle  est  compris  entre  12  et  36  heures  (voir 
chapitre  3).  En  revanche,  la  notion  de  cycle  est 
inappropriee  dans  le  cas  des  cellules  qui  se  divi¬ 
sent  tres  rarement,  voire  pas  du  tout,  comme  c'est 
la  regie  dans  la  plupart  des  tissus  des  organismes 
pluricellulaires  complexes  ;  les  cellules  hepatiques, 
par  exemple,  se  divisent  seulement  tous  les  six  a 
douze  mois.  Nous  verrons  dans  le  chapitre  14 
pourquoi  une  differentiation  poussee  est  incompa¬ 
tible  avec  une  division  reguliere. 


1.1  Identification  des  phases  du  cycle 
cellulaire  et  mesure  de  leur  duree 


Au  cours  de  l'interphase,  qui  est  en  general  la 
periode  la  plus  longue  du  cycle,  la  masse  du  cyto- 
plasme  des  cellules  en  proliferation  s'accroit  de 
fa^on  reguliere  et  continue,  jusqu'a  ce  que  le 
nombre  ou  le  volume  de  l'ensemble  de  ses  consti- 
tuants  aient  double.  Pendant  longtemps,  cette 
periode  d'intense  activite  metabolique  n'a  pu  etre 
subdivisee  en  phases  distinctes  ;  l'absence  de 
reperes  ne  facilitait  done  pas  l'analyse  des  proces¬ 
sus  se  deroulant  en  interphase.  On  a  cependant 
montre  que  sur  ce  fond  de  croissance  continue  ont 


lieu  des  evenements  brusques,  tels  que  la  replica¬ 
tion  de  l'ADN,  la  synthese  des  histones  ou  celle 
des  ADN  polymerases.  Ces  phenomenes  sont  rela- 
tivement  faciles  a  mettre  en  evidence  car  d'ampleur 
importante,  mais  ils  ne  sont  que  la  consequence  de 
processus  beaucoup  plus  discrets  impliquant  des 
composes  peu  abondants  (molecules  regulatrices). 


1.1.1.  Mise  en  evidence  de  differentes  phases 

AU  COURS  DU  CYCLE  CELLULAIRE 

Le  premier  constituant  chimique  manifestant 
une  evolution  discontinue  pendant  cette  periode 
fut  identifie  comme  etant  l'ADN  :  sa  synthese  se 
deroule  en  pleine  interphase,  pendant  une  phase 
appelee  S  (pour  synthese)  au  cours  de  laquelle  sa 
masse  est  exactement  doublee.  Cet  evenement  per- 
met  de  definir  deux  autres  periodes  :  les  phases 
G1  (apres  la  division,  avant  S)  et  G2  (apres  S,  et 
avant  la  division  suivante).  Les  quantites  d'ADN 
dites  2  c  et  4  c  caracterisent  ces  deux  periodes  dans 
les  cellules  diploides  ;  les  lettres  G  et  c  sont  les  ini- 
tiales  de  gap  (intervalle),  et  complement  (quantite 
d'ADN  caracteristique  du  genome  de  l'espece).  Le 
cycle  cellulaire  comporte  done  une  succession  de 
quatre  periodes  :  Gl,  S,  G2  et  M  (M  pour  mitose  ; 
voir  figure  13.1).  Nous  avons  vu  plus  haut  qu'une 
autre  serie  d'evenements  est  decrite  au  niveau 
cytologique,  beaucoup  plus  discrete  que  celle 
affectant  le  noyau,  et  de  decouverte  plus  recente  : 
il  s'agit  du  cycle  centrosomique,  qui  se  deroule 
dans  le  cytoplasme  des  cellules  animales. 

La  premiere  approche  experimentale  du  cycle 
cellulaire  consiste  a  mesurer  la  duree  de  ses 
phases  ;  diverses  techniques  permettent  ceci,  aussi 
bien  sur  des  populations  de  cellules  synchrones 
(toutes  les  cellules  sont  au  meme  stade  a  un 
moment  donne)  que  sur  des  populations  de  cel¬ 
lules  non  synchrones  (toutes  les  cellules  sont,  de 
maniere  completement  aleatoire,  a  une  phase  quel- 
conque  du  cycle). 

1.1.2.  Realisation  de  cultures  synchrones 

ET  MESURE  DE  LA  DUREE  DES  PHASES  DU  CYCLE 

La  connaissance  de  la  duree  du  cycle  complet 
est  un  prealable  indispensable  a  ce  type  d'etude. 
Sa  mesure  dans  une  population  de  cellules  prolife- 
rantes,  synchrones  ou  non,  est  tres  simple  :  il  suffit 
de  denombrer  les  cellules  dans  des  echantillons 
preleves  au  cours  du  temps.  Le  temps  de  double- 
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P  =  prophase  A  =  anaphase 
M  =  metaphase  T  =  telophase 


masse  de  la  cellule 


Figure  13.1 

Le  cycle  cellulaire  standard  des  cellules  eucaryotiques 

(a)  Succession  des  phases  Gl,  S,  G2  et  M  et  engagement  eventuel  dans  la  phase  d'arret  GO.  (b)  Graphe  traduisant 
revolution  de  l'ADN  et  de  la  masse  du  cytoplasme  au  cours  du  cycle. 


merit  de  l'effectif  correspond  au  temps  de  genera¬ 
tion,  la  population  s'accroissant  de  fagon  exponen- 
tielle  (en  marches  d'escalier,  si  celle-ci  est 
synchrone,  ou  regulierement,  si  elle  ne  Test  pas). 

Plusieurs  methodes  permettent  d'obtenir  des 
populations  synchrones.  Tout  d'abord,  comme  les 
cellules  augmentent  de  taille  au  cours  du  cycle,  on 
peut  imaginer  les  separer  grace  a  des  techniques 
de  filtration  ou  de  centrifugation  :  les  plus  petites 
d'entre  elles  viennent  en  effet  de  se  diviser  tandis 
que  les  plus  grosses  vont  entrer  en  division.  Cette 
methode  rudimentaire  reste  d'une  efficacite  limi- 
tee.  Dans  le  cas  des  cellules  animales  en  culture, 
on  exploite  le  fait  que  celles  qui  entrent  en  division 
s'arrondissent  et  tendent  a  se  detacher  de  leur  sup¬ 
port,  a  la  suite  de  la  modification  de  leur  cytosque- 
lette  ;  elles  sont  facilement  separables  de  celles  qui 
restent  adherentes  au  substrat  par  simple  agitation 
des  boites,  et  recuperables  par  decantation.  La 
methode  decrite  sous  le  nom  de  cytometrie  en 
flux  est  egalement  utilisable  sur  des  suspensions 
cellulaires  ;  en  effet,  associee  a  un  trieur  de  cel¬ 
lules,  elle  permet  d'obtenir  des  populations  consi¬ 
derables  de  cellules  viables  relativement 
synchrones  (voir  chapitre  3). 

La  technique  la  plus  elegante,  mais  applicable  a 
un  nombre  limite  de  systemes  biologiques,  est 
l'utilisation  de  mutants  conditionnels  du  cycle 


(voir  chapitre  3).  Dans  certaines  conditions  de  tem¬ 
perature,  dites  restrictives,  ces  souches  thermosen- 
sibles  arretent  leur  developpement  a  une  phase 
precise  du  cycle  et  toutes  les  cellules  se  synchroni- 
sent  les  unes  apres  les  autres  au  meme  stade.  Si  on 
les  remet  dans  des  conditions  ou  la  mutation  ne 
s'exprime  pas,  toutes  les  cellules  redemarrent  evi- 
demment  en  meme  temps,  et  du  meme  point ;  cette 
methode  a  ete  particulierement  developpee  chez  la 
levure,  dont  la  genetique  est  aisee  (voir  plus  loin). 

La  duree  des  phases  Gl,  S  et  G2  est  aisement 
mesurable  dans  ces  populations,  apres  preleve- 
ment  d'echantillons  tout  au  long  du  cycle  et  dosage 
de  la  quantite  d'ADN  par  cellule.  Ce  dernier  est 
fait  apres  extraction  chimique,  ou  directement  au 
niveau  de  chaque  noyau  cellulaire  :  on  peut,  en 
effet,  colorer  l'ADN,  sur  coupes  ou  ecrasements, 
grace  a  une  methode  quantitative  de  type  Feulgen 
(voir  chapitre  8)  et  le  doser  par  une  technique 
alliant  la  cytologie  et  la  spectrophotometrie  :  la 
cytophotometrie.  Une  derniere  approche,  plus 
complexe  a  mettre  en  oeuvre,  est  realisable  :  des 
echantillons  de  cellules  sont  incubes  dans  de  la 
thymidine  3H  pendant  un  temps  bref  (pulse),  fixes 
immediatement,  puis  traites  pour  l'autoradiogra- 
phie.  Seules  les  cellules  en  phase  S  (incorporant  la 
thymidine  radioactive  dans  leur  ADN)  fourniront 
une  image  autoradiographique  positive,  c'est-a- 
dire  presentant  des  grains  d'argent  au  niveau  du 
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noyau  interphasique.  En  balayant  toute  la  duree 
du  cycle  avec  cette  methode,  on  peut  determiner  la 
duree  des  trois  phases  citees  plus  haut. 

La  difficulty  avec  les  populations  synchrones 
est  que  le  synchronisme  dure  peu  de  temps  :  apres 
deux  ou  trois  cycles,  une  fraction  deja  non  negli- 
geable  des  cellules  est  nettement  dephasee.  La  rai¬ 
son  de  ceci  est  simple  a  comprendre  :  la  taille  etant 
un  signal  important  pour  determiner  le  moment 
de  la  division,  il  suffit  que  les  mitoses  donnent  des 
cellules  dont  la  masse  est  legerement  differente 
pour  induire  un  decalage.  Une  petite  cellule  mettra 
plus  de  temps  a  atteindre  la  taille  critique  qu'une 
cellule  legerement  plus  grosse  au  depart,  ces  effets 
etant  cumulatifs  a  chaque  generation. 

1.1.3.  MESURE  DE  LA  DUREE  DES  PHASES 

DANS  LE  CAS  DE  CELLULES  NON  SYNCHRONES 

Dans  les  conditions  d'une  culture  non  syn- 
chrone,  le  pourcentage  de  cellules  se  trouvant 
dans  une  phase  donnee  du  cycle  represente  le 
pourcentage  du  temps  que  dure  cette  phase  par 
rapport  a  la  duree  du  cycle  complet.  Par  exemple, 
si  a  un  moment  donne  on  observe  statistiquement 
10  %  des  cellules  totales  en  mitose,  cela  signifie 
que  la  duree  de  celle-ci  represente  10  %  du  cycle 
cellulaire.  Sur  la  base  de  ce  principe,  on  determine 
facilement  la  longueur  des  phases  M  et  S,  qui  sont 
bien  caracterisees  au  plan  cytologique  et  physiolo- 
gique  :  le  pourcentage  des  cellules  en  mitose  a  tout 
instant  est  en  effet  directement  mesurable  au 
microscope,  tandis  que  celui  des  cellules  qui  incor- 
porent  de  la  thymidine  3H  est  estime  a  la  suite 
d'une  experience  de  pulse  simple  suivi  d'autora- 
diographie  (voir  figure  13.2).  De  la  meme  fa^on,  la 
duree  des  differentes  phases  de  la  mitose  peut  etre 
directement  calculee  sur  des  populations  non  syn¬ 
chrones,  au  moyen  de  la  seule  analyse  cytologique. 

L'estimation  des  durees  des  phases  G1  et  G2  est 
plus  difficile,  car  il  n'existe  pas  de  marqueur  cyto¬ 
logique  ou  physiologique  qui  les  caracterise,  en 
dehors  de  la  quantity  d'ADN.  L'utilisation  de  la 
cytophotometrie  ou  de  la  cytometrie  en  flux  per- 
met  de  regler  la  question  dans  certaines  situations 
favorables  :  les  cellules  dont  l'ADN  est  mesure  a 
2  c  sont  en  Gl,  celles  a  4  c  sont  en  G2  et  celles  dont 
la  valeur  est  intermediaire  sont  en  phase  S.  Les 
resultats  sont  traduits  sous  forme  d'histogrammes 
decrivant  l'etat  de  la  population  par  rapport  a  ces 
trois  phases  (voir  figure  13.3a). 


Figure  13.2 

Duree  de  la  phase  S  du  cycle  cellulaire 

Determination  de  la  duree  de  la  phase  S  dans  une  popu¬ 
lation  non  synchrone  de  cellules  animales  en  culture,  par 
marquage  a  la  thymidine  3H  suivi  d'une  autoradiogra- 
phie  ;  le  cliche  montre  des  noyaux  interphasiques  mar¬ 
ques  (dont  l'ADN  est  radioactif)  et  non  marques. 


L'utilisation  de  precurseurs  radioactifs  permet 
de  calculer  la  duree  des  phases  S  +  G2,  grace  a 
l'experience  suivante  :  apres  un  pulse  de  radioacti¬ 
vity  et  un  rin^age  dans  un  milieu  normal,  des 
echantillons  de  cellules  sont  regulierement  prele- 
ves  au  cours  d'une  chasse,  puis  fixes  et  traites 
pour  l'autoradiographie.  Au  bout  d'un  certain 
temps  de  chasse,  on  commence  a  noter  la  presence 
de  figures  de  mitoses  marquees  ;  on  en  observe 
encore  pendant  quelque  temps,  puis  ensuite  elles 
disparaissent  (on  voit  toujours  des  mitoses,  ce  qui 
est  normal,  mais  les  chromosomes  ne  sont  plus 
radioactifs).  Les  premieres  mitoses  marquees  cor¬ 
respondent  aux  cellules  qui  etaient  en  phase  S  au 
moment  du  pulse,  et  qui  etaient  les  plus  avancees 
dans  cette  phase  (phase  S  tardive)  ;  elles  n'ont 
done  eu  a  parcourir  que  la  fin  de  S  et  la  phase  G2 
avant  d'etre  vues  en  mitose.  Le  temps  mesure  est, 
en  premiere  approximation,  celui  correspondant  a 
G2  seul.  On  note  aussi  que  le  temps  pendant 
lequel  on  observe  des  mitoses  marquees  repre¬ 
sente  la  duree  de  la  phase  S  :  les  demieres  mitoses 
marquees  sont  dues  aux  cellules  entrees  en  phase 
de  replication  au  cours  du  pulse  ;  celles-ci  ont  du 
parcourir  tout  S  +  G2  pour  pouvoir  etre  vues  par 
autoradiographie.  Ce  type  d'experiences  permet 
done  de  mesurer  G2,  S  et  par  deduction  Gl  (si  on 
connait  la  duree  totale  du  cycle  et  de  M) ;  quelques 
exemples  de  valeurs  sont  donnes  dans  la 
figure  13.3b. 

Il  ressort  de  ces  analyses  que  la  duree  de  la 
mitose  est  relativement  breve  par  rapport  au  cycle 


13.  CONTROLE  DU  CYCLE  CELLULAIRE  CHEZ  LES  EUCARYOTES.  UN  EXEMPLE  DE  SIGNALISATION  CELLULAIRE  399 


de  souris  :  22  h 


3Z 


cellules  de  racine 
de  feve  :  1 9  h 


Figure  13.3 

Duree  des  phases  du  cycle  cellulaire 

(a)  Histogramme  obtenu  grace  a  la  cytometrie  en  flux  :  la 
surface  des  pics  est  proportionnelle  au  pourcentage  de 
chaque  type  de  cellules,  (b)  Diagrammes  illustrant  la 
duree  des  differentes  phases  dans  des  cellules  animates 
et  vegetates  en  proliferation. 


total  (environ  5-10  %),  et  que  la  phase  la  plus 
variable  est  la  phase  Gl.  En  revanche,  la  duree  de 
S  +  G2  +  M  est  relativement  constante  pour  un 
organisme  donne.  Dans  le  cas  des  cellules  qui 
n'entrent  plus  en  division  et  s'engagent  dans  un 
processus  de  differenciation  souvent  irreversible, 
on  distingue  parfois  une  phase  GO,  qui  correspond 
a  la  phase  Gl  des  cellules  en  proliferation. 
Certaines  cellules  en  GO  peuvent  cependant  se 
remettre  a  se  diviser  si  elles  recoivent  des  signaux 
stimulateurs,  en  general  sous  la  forme  de  facteurs 
de  croissance  (voir  plus  loin). 

1.1.4.  Exceptions  au  schema  classique  du  cycle 

Les  cellules  embryonnaires  de  divers  Animaux 
presentent  des  particularites  remarquables  en  ce 
qui  concerne  leur  cycle  cellulaire.  Tout  au  debut 
du  developpement  des  Amphibiens,  pendant  la 
phase  de  segmentation,  les  cellules  se  divisent 
toutes  les  30  min,  c'est-a-dire  aussi  rapidement 
qu'une  cellule  bacterienne  dans  les  conditions 
optimales  de  croissance.  Cette  duree  est  40  fois 


plus  courte  que  celle  mesuree  dans  des  cellules  en 
culture  des  memes  organismes.  Le  raccourcisse- 
ment  extreme  du  cycle  est  du  a  deux  raisons  : 
1)  les  cycles  se  succedent  sans  phases  Gl  et  G2,  car 
il  sont  reduits  a  leur  strict  minimum  :  les  phases  S 
et  M  ;  2)  les  phases  de  synthese  de  l'ADN  sont  tres 
raccourcies  grace  a  l'utilisation  de  nombreuses  ori- 
gines  de  replication  surnumeraires  faisant  l'objet 
d'un  controle  specifique  du  developpement 
embryonnaire.  II  faut  remar quer  que  ces  divisions 
conduisent  simplement  au  partage  d'un  cytoplasme 
preexistant  et  donnent  des  cellules  dont  la  taille  est 
divisee  par  2  a  chaque  cycle  ;  un  rythme  normal  de 
division  s'installe  lorsque  le  rapport  nucleocyto- 
plasmique  habituel  est  restaure.  Dans  les 
embryons  de  drosophile,  les  premiers  noyaux 
obtenus  se  divisent  toutes  les  8  min,  mais  sans  par¬ 
tage  cytoplasmique.  Tous  les  cliches  spectaculaires 
d'yeux  de  replication  multiples  ont  ete  obtenus  sur 
ce  materiel  ou,  de  plus,  les  cellules  se  divisent  de 
fagon  synchrone,  ce  qui  est  une  situation  tres  favo¬ 
rable  pour  ces  observations. 


1.2,  Controle  du  deroulement  du  cycle 


Si  on  l'envisage  sous  Tangle  du  seul  materiel 
genetique,  le  cycle  cellulaire  comprend  deux  phases 
principals  :  la  duplication  de  l'ADN  et  sa  reparti¬ 
tion  egale  dans  les  deux  cellules-filles  ;  elles  sont 
separees  par  deux  points  cruciaux  :  la  transition 
Gl  — »  S  (mise  en  route  de  la  synthese  de  l'ADN)  et 
la  transition  G2  — »  M  (declenchement  de  la  mitose). 
Pour  accomplir  ce  cycle,  les  cellules  doivent  mettre 
en  oeuvre  tout  un  ensemble  de  processus  coordon- 
nes  les  uns  avec  les  autres,  d'une  grande  complexity 
et  dont  la  comprehension  est  recente.  Les  donnees 
de  la  biologie  moleculaire  montrent  que  les  sys- 
temes  de  controle  sont  universels  chez  les 
Eucaryotes,  depuis  la  levure  jusqu'a  l'Homme, 
malgre  la  diversity  des  modalites  de  la  mitose  et 
de  la  cytodierese  que  nous  avons  derates  plus  haut. 

Le  cycle  cellulaire  consiste  en  une  sequence 
ordonnee  d'evenements  tels  que  la  cellule  ne 
s'engage  dans  une  nouvelle  phase  que  si  la  prece- 
dente  a  ete  completement  realisee,  et  que  si  celle-ci 
peut  elle-meme  etre  accomplie  dans  des  condi¬ 
tions  favorables  ;  par  exemple,  la  separation  des 
chromatides  n'a  lieu  que  si  la  replication  est  termi- 
nee  et  si  l'appareil  mitotique  est  correctement  mis 
en  place.  Ce  fonctionnement  implique  des  meca- 
nismes  precis  de  surveillance  qui  bloquent  even- 
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tuellement  le  deroulement  du  cycle  au  niveau  de 
« points  critiques »  situes  en  particulier  juste  avant 
les  deux  transitions  mentionnees  plus  haut.  Des 
qu'un  point  de  restriction  est  franchi,  le  pro¬ 
gramme  interne  se  deroule  sans  interruption 
jusqu'au  suivant.  Le  systeme  de  controle  du  cycle 
est  base  sur  un  dispositif  biochimique  complexe 
mettant  en  jeu  deux  proteines  clefs  et  une  multi¬ 
tude  de  proteines  regulatrices.  Nous  verrons  com¬ 
ment  les  decisions  sont  prises  par  la  cellule,  quelle 
est  la  nature  des  signaux  qu'elle  recoit  de  l'exte- 
rieur  ou  qu'elle  percoit  de  l'interieur,  et  comment 
elle  controle  sa  proliferation. 

1.2.1.  Donnees  de  la  biologie  cellulaire 

ET  DE  LA  BIOCHIMIE 

Pendant  longtemps,  les  approches  biochimiques 
directes  ont  ete  inoperantes  car  meme  les  tech¬ 
niques  d'electrophorese  les  plus  puissantes  ne  per- 
mettent  pas  de  voir  de  differences  significatives 


entre  les  collections  de  proteines  de  cellules  en 
phase  G1  ou  en  phase  S,  par  exemple.  Seuls  des 
tests  biologiques  ont  permis  de  mettre  en  evidence, 
puis  d'identifier,  des  facteurs  de  regulation  pre¬ 
sents  a  certaines  phases  du  cycle  et  ayant  des  roles 
bien  precis  dans  son  controle  ;  deux  types  d'expe- 
riences  classiques  doivent  etre  decrites  a  ce  sujet. 

•  Experiences  de  fusions  cellulaires 

Nous  avons  vu,  dans  le  chapitre  3,  qu'il  est  pos¬ 
sible  de  faire  fusionner  des  cellules  animales  entre- 
elles  ;  la  mise  en  commun  des  cytoplasmes  de 
cellules  qui  sont  a  des  stades  varies  du  cycle  cellu¬ 
laire  est  en  effet  un  moyen  de  savoir  si  une  cellule 
donnee  contient  un  facteur  de  stimulation  ou 
d'inhibition  d'une  etape  precise  du  cycle.  Les 
resultats  de  ces  experiences  sont  montres  dans  la 
figure  13.4  ;  ils  prouvent  qu'il  existe,  dans  les  cel¬ 
lules  en  phase  S,  un  compose  qui  declenche  pre- 
maturement  la  synthese  de  l'ADN  dans  les  cellules 
en  Gl,  mais  pas  en  G2  ;  ce  facteur  d'entree  dans  la 


cellules  fusionnees  heterocaryons 


Gl ,  S  ou  G2  mitose 


cellule  en  G2  cellule  en  S 


induction  de  la  maturation 
par  la  progesterone 


Les  noyaux  en  phase  M  ou  S  contiennent  des  facteurs 
activateurs  de  ces  deux  phases. 

Figure  13.4 

Mise  en  evidence  de  facteurs  cytoplasmiques  controlant  le  cycle  cellulaire 

(a)  Experiences  de  fusions  de  cellules  de  Mammiferes,  permettant  de  montrer  l'existence  de  facteurs  activateurs  ou  de 
facteurs  inhibiteurs.  (b)  Experiences  d'injections  dans  des  ovocytes  d'Amphibiens  :  l'injection  de  cytoplasme  d'une 
cellule  en  phase  M  fait  passer  un  ovocyte  du  stade  G2  au  stade  M. 
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phase  S  n'est  done  pas  actif  sur  des  cellules  ayant 
deja  duplique  leur  ADN.  On  montre  de  la  meme 
fa  eon  que  les  cellules  en  G2  ne  contiennent  plus 
cet  activateur,  pas  plus  qu'elles  ne  contiennent 
d'inhibiteur  de  cette  synthese. 

Lorsqu'on  fait  fusionner  deux  cellules  dont 
l'une  est  en  phase  M,  la  seconde  voit  son  noyau 
«essayer»,  quelle  que  soit  sa  position  dans  le  cycle, 
de  mettre  en  place  des  chromosomes  de  type  pro- 
phasique.  Si  ces  cellules  sont  en  Gl,  elles  fabri- 
quent  des  chromosomes  constitues  d'une  seule 
chromatide,  contrairement  a  la  situation  normale 
ou  ceci  se  produit  apres  la  phase  S  ;  la  condensation 
prematuree  des  chromosomes  a  lieu  egalement 
dans  des  noyaux  en  S  ou  en  G2.  Ces  resultats  mon- 
trent  l'existence,  au  sein  du  cytoplasme  des  cel¬ 
lules  en  mitose,  d'un  puissant  facteur  d'entree  en 
mitose,  agissant  independamment  des  evene- 
ments  de  replication  de  l'ADN  lui-meme.  Ce 
second  facteur  activateur  a  ete  nomme  MPF  (fac¬ 
teur  promoteur  de  la  phase  M). 

•  Experiences  d'injections  dans  les  ovocytes 

L'identification  du  MPF  a  ete  grandement  facili- 
tee  grace  a  l'utilisation  de  cellules  geantes  comme 
les  oeufs  de  certains  Invertebres  (oursin,  etoile  de 
mer)  ou  Vertebres  (Amphibiens).  D'une  part,  on 
peut  obtenir  de  grandes  quantites  de  cellules  syn¬ 
chronises  en  phase  G2  de  la  premiere  division  de 
la  meiose  (ovocytes)  ou  en  phase  M  (ovocytes  en 
cours  de  maturation  ou  ovules  pondus  non  fecon- 
des),  d'autre  part,  ces  cellules  ont  une  taille  telle 
que  l'on  peut  prelever  avec  des  micro-seringues 
une  petite  quantite  de  leur  cytoplasme  et  le  rein- 
jecter  a  d'autres  cellules  a  des  stades  differents. 
Les  resultats  obtenus  sont  identiques  a  ceux 
decrits  plus  haut,  a  savoir  que  ces  differents  types 
de  cellules  en  phase  M  contiennent  le  MPF  (voir 
figure  13.4).  De  meme,  on  montre  que  ce  facteur 
activateur  de  la  division  est  present  de  fa^on 
cyclique  au  cours  des  premiers  stades  embryon- 
naires,  son  activite  augmentant  au  debut  de  chaque 
mitose  et  retombant  entre  deux  mitoses. 

Une  information  importante  a  aussi  ete  fournie 
par  ces  experiences  avec  les  ovocytes  :  la  division 
du  cytoplasme  et  1' activite  cyclique  du  MPF  peu- 
vent  se  derouler  en  l'absence  de  noyaux,  ce  qui 
temoigne  de  l'existence  d'une  horloge  biochi- 
mique  interne  a  la  cellule,  independante  de  la 
transcription  des  genes.  On  a  aussi  montre  avec  ce 
systeme  modele  que  le  MPF  est  une  molecule  uni- 


verselle  car  des  extraits  de  cellules  d'Invertebres 
varies,  de  Vertebres  et  meme  de  levures,  sont 
capables  d'entrainer  des  ovocytes  d'amphibiens  en 
phase  M.  La  purification  de  ce  compose  a  ete  obte- 
nue  en  1989,  et  on  connait  maintenant  le  principe 
de  son  fonctionnement,  qui  sera  donne  plus  loin. 

1.2.2.  Donnees  de  la  genetique  et  de  la  biologie 

MOLECULAIRE  :  LES  MUTANTS  DU  CYCLE 

CHEZ  LES  LEVURES 

Une  autre  approche  tres  feconde  a  rejoint  l'ana- 
lyse  cellulaire  qui  vient  d'etre  decrite  ;  elle  a 
consiste  a  selectionner  des  mutants  conditionnels 
du  cycle  de  division  chez  les  levures.  Deux  especes 
ont  ete  utilisees  a  cet  effet :  Sacchnromyces  cerevisiae 
et  Schizosaccharomyces  pombe  ;  la  premiere  se  divise 
par  bourgeonnement,  tandis  que  la  seconde  se 
multiplie  de  fa^on  classique,  par  allongement  suivi 
de  coupure  symetrique.  Toutes  deux  peuvent  etre 
propagees  en  phase  haploide,  ce  qui  permet  la 
selection  de  mutations  recessives.  La  recherche  de 
mutants  du  cycle  implique  la  selection  de  mutants 
conditionnels  car,  normalement,  les  mutations  qui 
bloquent  le  cycle  empechent  toute  reproduction  et 
conduisent  a  la  perte  de  la  souche  (letalite).  L'inte- 
ret  de  ces  organismes  reside  aussi  dans  le  fait  que 
certains  stades  de  leur  cycle  sont  bien  identifiables 
par  leur  morphologie,  et  il  a  ainsi  ete  possible, 
apres  mutagenese,  de  cribler  visuellement  des 
mutants  bloques  dans  leur  developpement. 

Dans  chaque  espece,  plus  de  50  genes  concer- 
nant  le  cycle  ont  ainsi  ete  mis  en  evidence,  dont  les 
produits  ont  ete  identifies  au  plan  biochimique. 
Plusieurs  proteines  banales  :  enzymes  de  fourni- 
ture  des  precurseurs,  ADN  polymerase,  ligase, 
etc.,  conduisent  a  T arret  des  cellules  en  phase  S 
lorsqu'elles  sont  mutees.  A  cote  d'elles  cependant, 
ont  ete  identifiees  des  molecules  jouant  un  vrai 
role  de  controle  du  cycle  :  proteines-kinases,  fac- 
teurs  de  transcription,  cyclines,  etc.,  dont  nous  ver- 
rons  l'importance  plus  loin.  Toutes  les  mutations 
isolees  concement  une  dizaine  d'evenements  clefs 
et  se  repartissent  en  trois  groupes  permettant  de 
definir  trois  sequences  principales  determinant  le 
cycle  :  les  sequences  cytoplasmique,  chromoso- 
mique  et  centrosomique  (bien  qu'il  n'y  ait  pas  de 
centrosome  classique  chez  la  levure).  Ces  voies 
sont  relativement  independantes  les  unes  des 
autres,  mais  au  sein  de  chacune  d'elles  les  evene- 
ments  sont  bien  ordonnes  et  ne  peuvent  se  derou¬ 
ler  que  si  les  precedents  sont  effectues. 
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L'importance  des  levures  est  enfin  liee  au  fait 
qu'elles  ont  permis  une  approche  moleculaire 
rapide  du  probleme.  La  possibility  de  les  transfor¬ 
mer  par  des  plasmides  recombines  a  autorise  le 
clonage  des  genes  sauvages  restaurant  les  fonctions 
perdues  chez  les  mutants  (complementation  fonc- 
tionnelle),  et  done  l'identification  des  proteines 
codees.  L'universalite  du  systeme  de  controle  mis 
en  evidence,  et  la  puissance  de  l'outil  utilise,  se 
sont  manifestoes  lorsqu'on  a  observe  que  des  genes 
clones  d'Animaux  pouvaient  compenser,  apres 
transformation,  des  deficiences  chez  la  levure. 


1.2.3.  Modele  biochimique  du  controle 

DU  CYCLE  CELLULAIRE 


Le  fonctionnement  cyclique  des  cellules  en  pro¬ 
liferation  est  necessairement  base  sur  l'existence 
de  proteines  qui  ont  elles-memes  une  activite 
cyclique,  comme  l'exemple  du  MPF  l'a  montre  plus 
haut.  Le  principe  est  done  celui  d'un  «oscillateur 
biologique»,  dont  le  fonctionnement  est  universel. 
Le  coeur  de  ce  systeme  est  en  fait  un  complexe  pro- 
teique  constitue  de  deux  categories  de  molecules, 
dont  l'une  est  presente  en  quantite  constante  tout 
au  long  du  cycle  cellulaire,  tandis  que  l'autre  est 
presente  en  quantite  croissante  pendant  une  phase 
donnee  du  cycle,  puis  disparait  brutalement  a  la 
fin  de  celle-ci  (voir  figure  13.5).  La  premiere  des 
deux  proteines  est  une  enzyme  de  type  proteine- 
kinase,  e'est-a-dire  qu'elle  est  capable  de  phospho- 
ryler  d'autres  proteines  grace  a  l'ATP  ;  cette 
enzyme  (nominee  CDK  :  kinase  dependante  de  la 
cycline)  est  cependant  inactive  si  elle  reste  seule. 
La  deuxieme  proteine  est  une  molecule  activatrice 
de  la  premiere,  et  elle  constitue  en  fait  la  sous- 
unite  regulatrice  du  complexe  forme  ;  sa  concen¬ 
tration  variable  au  cours  du  cycle  cellulaire  lui  a 
fait  donner  le  nom  de  cycline.  Le  fonctionnement 
conjoint  de  ces  deux  molecules  est  responsable  de 
la  progression  des  cellules  le  long  du  cycle. 


On  distingue  deux  classes  principales  de 
cyclines  :  les  cyclines  Gl,  qui  permettent  l'entree 
en  phase  S,  et  les  cyclines  mitotiques,  qui  permet¬ 
tent  l'entree  en  phase  M.  Ces  dernieres  sont  direc- 
tement  responsables  de  l'activite  oscillante  du  MPF 
et  sont  a  l'origine  du  declenchement  de  la  divi¬ 
sion  ;  leur  degradation  lors  de  la  metaphase  de  la 
mitose  (ou  de  la  meiose)  entraine  la  perte  de  l'acti- 
vite  proteine-kinase  du  complexe  et  permet  a  la 
cellule  de  retourner  en  interphase.  Bien  que  l'accu- 
mulation  des  cyclines  soit  progressive,  l'activite 
kinase  apparait  en  revanche  de  fa^on  brutale  et  est 


interphase  mitose 

i  > 

activite  MPF 


concentration 
en  cycline,,^' 


Figure  13.5 


Role  de  la  cycline  dans  I'activation 
du  complexe  stimulateur  de  la  mitose  (MPF) 

(a)  Evolution  de  la  quantite  de  cycline  au  cours  du  cycle 
cellulaire  et  de  l'activite  MPF.  (b)  Fonctionnement  oscil- 
lant  d'un  complexe  forme  par  une  proteine-kinase 
cycline  dependante  (CDK)  et  une  cycline.  L'activite 
kinase  n'apparait  que  lorsqu'un  certain  seuil  de  concen¬ 
tration  en  cycline  est  depasse  dans  la  cellule  ;  la  cycline 
est  responsable  de  sa  propre  destruction,  apres  activa¬ 
tion  par  phosphorylation  d'une  protease  qui  lui  est  spe- 
cifique. 


tres  localisee  dans  le  temps.  L'explication  de  ce 
phenomene  est  tres  complexe  et  elle  ne  peut  etre 
detaillee  dans  le  cadre  de  cet  ouvrage.  En  bref,  il 
s'agit  d'un  equilibre  entre  des  activites  de  phospho¬ 
rylation  et  de  dephosphorylation  des  cyclines  et 
des  CDK,  l'activite  du  complexe  dependant  de  son 
degre  de  phosphorylation  ;  le  phenomene  est  en 
outre  module  par  de  petites  proteines  inhibitrices 
de  la  division,  qui  se  fixent  sur  ces  deux  molecules. 

Le  controle  du  cycle  est  relativement  simple  chez 
la  levure  ou  l'on  connait  un  seul  type  de  CDK  et 
deux  families  de  cyclines  seulement  (A  pour  Gl  et 
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B  pour  G2).  En  revanche,  il  est  tres  complique  chez 
les  cellules  de  Mammiferes  en  culture  ou  on  a 
identifie  au  moins  sept  CDK  differentes,  interve- 
nant  a  differents  moments  de  l'interphase  (4,6,2  en 
G1  ;  2  en  S  ;  1  en  G2),  et  au  moins  dix  types  de 
cyclines  (D  et  E  en  G1  ;  A  en  S  ;  A  et  B  en  G2),  qui 
torment  avec  elles  des  complexes  specifiques 
s'activant  ou  s'inhibant  sequentiellement  pour 
controler  les  differentes  phases  du  cycle.  L'activite 
proteine-kinase  du  complexe  CDK-cycline  B  mito- 
tique  (MPF)  est  responsable  des  evenements  carac- 
teristiques  du  demarrage  de  la  division  cellulaire  ; 
on  peut  citer,  par  exemple  : 

-  la  phosphorylation  des  lamines,  qui  conduit  a 
leur  dissociation  de  la  membrane  interne  de 
l'enveloppe  nucleaire  et  done  a  sa  disparition ; 

-  la  phosphorylation  des  histones  (en  particulier 
HI),  qui  entraine  des  changements  d'organisa- 
tion  de  la  chromatine  et  la  condensation  des 
chromosomes ; 

-  la  phosphorylation  de  certaines  proteines  du 
cytosquelette  (MAPs,  filaments  intermediaires), 
qui  provoque  des  remaniements  profonds  de  ce 
dernier  et  l'assemblage  de  l'appareil  mitotique. 


2.  CONTROLE 
DE  LA  PROLIFERATION 
DES  CELLULES 
CHEZ  LES  ORGANISMES 
PLURICELLULAIRES 


2.1  Considerations  generates 


2.1.1.  Necessity  des  controles 

Les  strategies  de  controle  de  la  proliferation  sont 
tres  differentes  selon  qu'il  s'agit  d'etres  unicellu- 
laires  ou  pluricellulaires.  Chez  les  premiers,  ce  sont 
les  facteurs  environnementaux  et  trophiques  qui 
sont  determinants  (voir  chapitre  12).  Dans  les 
conditions  normales  de  vie,  la  duree  de  la  phase 
G1  est  ajustee  de  sorte  que  les  cellules  aient  atteint 
la  meme  taille  que  la  cellule-mere  avant  de  se  divi- 
ser,  pour  des  raisons  bien  evidentes.  L'apport  en 
nutriments  est  un  parametre  qui  influence  directe- 
ment  la  duree  du  cycle  cellulaire  ;  on  peut,  en  effet, 
prolonger  a  volonte  la  phase  G1  et  retarder  la  divi¬ 
sion  de  ces  cellules,  simplement  en  causant  une 


carence  alimentaire  ou  en  inhibant  la  synthese  des 
proteines.  II  existe  done,  pendant  cette  phase,  un 
phenomene  d'appreciation  de  la  taille  par  la  cellule 
elle-meme,  dont  les  mecanismes  sont  inconnus. 
Chez  les  Animaux,  ou  les  cellules  sont  organisees 
en  tissus  massifs,  ce  sont  des  signaux  chimiques 
provenant  d'autres  cellules,  e'est-a-dire  des 
hormones  ou  des  facteurs  de  croissance,  qui 
declenchent  ou  inhibent  les  divisions  chez  les  cel¬ 
lules  qui  leur  sont  receptives. 

II  existe  un  equilibre  fragile  entre  trois  destinees 
possibles,  pour  les  cellules  appartenant  a  un  tissu 
donne  :  la  differenciation,  la  proliferation  et  une 
mort  dite  «programmee».  Nous  verrons  que  les 
mecanismes  mis  en  jeu  pour  assurer  cet  equilibre 
sont  d'une  grande  complexity  et  par  consequent 
tres  sensibles  a  des  dereglements  souvent  drama- 
tiques  pour  l'organisme.  Trois  sortes  de  genes 
impliques  dans  ces  trois  volets  de  la  vie  des  cel¬ 
lules  ont  ete  identifies  :  les  proto-oncogenes  (a 
l'origine  de  signaux  positifs),  les  genes  suppres- 
seurs  de  tumeurs  et  les  genes  de  l'apoptose  (a 
l'origine  de  signaux  negatifs)  ;  ils  peuvent  subir 
des  alterations  touchant  la  structure  du  produit 
forme,  mais  surtout  la  regulation  de  sa  production. 

2.1.2.  Cellules  souches  et  homeostasie  tissulaire 

Nous  avons  deja  signale  qu'au  sein  des  orga- 
nismes  complexes,  les  cellules  ont  des  durees  de 
cycle  tres  variables  selon  les  tissus.  A  cote  de  cel¬ 
lules  specialises  qui  ne  se  divisent  plus  apres  leur 
differenciation  (cellules  musculaires,  nerveuses, 
etc.),  on  en  connait  qui  se  multiplient  reguliere- 
ment  et  a  un  rythme  rapide  (cellules-souches  ;  voir 
chapitre  14  et  « Perspective  biomedicale»).  Entre 
ces  extremes,  il  en  existe  qui  se  divisent  tres  lente- 
ment  ou  pas  du  tout,  mais  qui  peuvent  etre  stimu- 
lees  naturellement  ou  artificiellement  (cellules 
hepatiques,  lymphocytes,  etc.).  Contrairement  a  ce 
que  Ton  a  dit  pour  les  unicellulaires,  les  cellules 
ont  ici  acces  a  d'abondantes  sources  de  nutri¬ 
ments,  et  ce  parametre  n'est  pas  determinant  dans 
le  controle  du  cycle.  Un  organisme  constitue  une 
communaute  au  sein  de  laquelle  certains  groupes 
de  cellules  reglent  le  developpement  des  cellules 
qui  les  entourent.  Ces  controles  stricts  ont  pour 
resultat  un  parfait  equilibre  entre  le  renouvelleme- 
nt  des  cellules  et  leur  mort,  et  e'est  grace  a  cette 
coordination  que  chaque  organe  conserve  une 
taille  et  une  architecture  appropriees  au  sein  de 
l'organisme  (notion  d'homeostasie). 
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2.2  Facteurs  de  croissance  et  signalisation 
intercellulaire 


2.2.1.  Diversite  des  facteurs  stimulant 

LA  DIVISION  OU  LA  DIFFERENCIATION 


Chez  les  Animaux,  la  multiplication,  la  crois¬ 
sance  et  la  differentiation  des  cellules  sont  contro- 
lees  par  des  facteurs  proteiques  de  faible  masse 
moleculaire,  secretes  par  elles-memes  (action  auto¬ 
crine)  ou  par  d'autres  types  cellulaires,  et  qui  dif- 
fusent  a  courte  distance  dans  le  milieu  interieur 
(action  paracrine  ;  voir  chapitre  13).  L'existence  de 
tels  composes  est  soupgonnee  depuis  longtemps 
car  les  cultures  continues  de  cellules  animales  ne 
peuvent  etre  obtenues  que  si  des  extraits  orga- 
niques  (du  serum  de  veau  foetal,  par  exemple)  sont 
ajoutes  aux  milieux  nutritifs  classiques.  La  nature 
exacte  des  substances  actives  contenues  dans  ces 
extraits  a  seulement  ete  etablie  a  une  date  relative- 
ment  recente  (annees  60). 


On  a  identifie,  chez  les  Vertebres,  plus  d'une 
cinquantaine  de  ces  mediateurs  de  la  communica¬ 
tion  intercellulaire,  appeles  aussi  cytokines,  qui 
agissent  tres  localement  et  a  des  concentrations 
infimes  (10“12  a  10~9  M).  Le  plus  souvent,  ce  sont 
en  fait  des  combinaisons  precises  de  ces  substances 
qui  stimulent  la  division  de  types  cellulaires  don- 
nes  ;  on  peut  citer  quelques  exemples  classiques  : 

-  le  PDGF  (facteur  de  croissance  derive  des  pla- 
quettes  sanguines)  est  une  proteine  permettant, 
in  vitro  comme  in  vivo,  la  multiplication  des 
fibroblastes  et  des  fibres  musculaires  lisses  ;  son 
role  est  tres  important  dans  la  cicatrisation  ; 

-  le  NGF  (facteur  de  croissance  du  nerf)  favorise  la 
croissance  des  axones  et  permet  la  survie  de  plu- 
sieurs  types  de  neurones  ; 

-  l'EGF  (facteur  de  croissance  de  l'epiderme)  sti- 
mule,  de  fa  con  peu  specifique,  la  proliferation  des 
cellules  de  l'epiderme  et  de  divers  autres  types 
cellulaires.  Son  mecanisme  d'action  sera  etudie 
plus  loin 


De  tres  nombreux  facteurs  de  ce  type,  nommes 
interleukines,  sont  impliques  dans  la  multiplica¬ 
tion  et  la  differentiation  des  cellules  sanguines.  Ils 
interviennent  dans  la  communication  entre  families 
de  leucocytes  et  reglent  la  reponse  immunitaire 
(lymphokines)  ;  on  peut  aussi  citer  l'erythropoie- 
tine,  facteur  circulant  qui  stimule  exclusivement  la 
multiplication  des  cellules  a  l'origine  des  globules 
rouges.  Certains  de  ces  composes  sont  tres  speci- 


fiques  d'un  type  cellulaire  donne,  tandis  que 
d'autres  sont  plus  generaux  et  exercent  des  fonc- 
tions  variees  dans  plusieurs  domaines  ;  de  plus, 
selon  le  type  de  cellule  receptrice,  un  meme  fac¬ 
teur  peut  induire  des  effets  biologiques  differents. 
On  connait  aussi  quelques  proteines  dont  le  fonc- 
tionnement  est  tres  voisin  mais  qui,  contrairement 
aux  precedentes,  ont  un  effet  inhibiteur  sur  le  cycle 
en  allongeant  fortement  le  temps  de  generation 
(par  blocage  en  Gl)  ;  c'est  le  cas  des  interferons, 
par  exemple,  dont  la  production  est  stimulee  dans 
toutes  les  cellules  par  les  infections  virales,  et  qui 
sont  souvent  utilises  dans  la  lutte  anticancereuse. 

2.2.2.  Principes  generaux  des  voies 

DE  SIGNALISATION 

Toutes  ces  proteines  se  lient  a  des  recepteurs  a 
tres  haute  affinite,  portes  par  la  membrane  plas- 
mique  des  cellules-cibles,  et  qui  induisent  a  travers 
elle  une  cascade  complexe  de  signaux  intracellu- 
laires.  Ces  voies  de  signalisation  consistent  essen- 
tiellement  en  une  serie  de  phosphorylations  de 
proteines  cytoplasmiques,  catalysees  par  des  pro- 
teines-kinases,  qui  entrainent  une  stimulation  de  la 
division  ou  de  la  differentiation  cellulaire.  Dans  le 
noyau,  ce  sont  des  facteurs  de  transcription  speci- 
fiques  qui,  apres  phosphorylation,  activent  finale- 
ment  les  genes  impliques  dans  l'ensemble  de  ces 
fonctions,  en  particulier  les  cy dines  Gl.  Une  fois 
ce  point  de  non-retour  franchi  par  la  cellule,  les 
facteurs  de  croissance  ne  sont  plus  indispensables 
pour  la  realisation  des  etapes  suivantes.  II  est  aise 
de  comprendre  que  toute  alteration  affectant  les 
genes  codant  ces  proteines  entraine  forcement  des 
dereglements  du  programme  du  cycle  cellulaire. 
Nous  verrons  plus  loin  que  ceux-ci,  sous  la  forme 
des  cancers,  peuvent  avoir  des  repercussions  graves 
sur  le  fonctionnement  de  l'organisme  entier. 

2.3  Contacts  intercellulaires 

ou  avec  la  matrice  extracellulaire 


Apres  avoir  analyse  comment  des  cellules  diffe- 
rentes  peuvent  controler  leur  proliferation  respec¬ 
tive  par  Tintermediaire  des  facteurs  de  croissance, 
nous  allons  brievement  examiner  le  cas  ou  les  cel¬ 
lules  d'un  meme  tissu  sont  amenees  a  interagir 
pour  reguler  leur  propre  densite  de  population. 
L'exemple  le  plus  classique  est  celui  des  cultures 
de  cellules  animales  dans  lesquelles  on  observe  le 
phenomene  dit  d'inhibition  de  contact :  apres  ino- 
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culation  du  milieu  de  culture,  les  cellules  se  fixent 
sur  la  surface  de  la  boite  de  Petri  et  se  divisent 
jusqu'a  former  une  monocouche  confluente.  Malgre 
les  apparences,  il  est  vraisemblable  que  le  signal 
d'arret  de  la  division  dans  la  population  n'est  pas 
du  aux  contacts  etablis  entre  les  cellules  a  ce 
moment-la,  ou  a  l'absence  de  nutriments  dans  le 
milieu,  mais  plutot  a  un  deficit  de  facteurs  de  crois- 
sance.  En  fait,  il  existe  une  competition  entre  les 
cellules  pour  ces  composes  qui  se  trouvent  tou- 
jours  dans  le  milieu  en  concentrations  infimes,  et  il 
suffit  d'en  rajouter  dans  la  boite  de  culture  pour 
stimuler  une  vague  de  divisions.  Bien  qu'il  soit 
plus  difficile  a  demontrer,  ce  genre  de  phenomene 
doit  aussi  exister  in  vivo.  Nous  verrons  enfin  dans 
le  chapitre  14  de  quelle  maniere  les  matrices  extra- 
cellulaires  que  fabriquent  certaines  cellules  sont 
capables  de  controler  leur  multiplication. 


3.  MECANISMES  MOLECULAIRES 
DE  LA  SIGNALISATION 
CELLULAIRE 


Ces  mecanismes  sont  bases  sur  l'intervention  de 

4  types  de  molecules  : 

-  des  signaux  chimiques,  emis  par  certaines  cel¬ 
lules  en  direction  des  cellules  cibles, 

-  des  recepteurs,  qui  sont  des  proteines  membra- 
naires  ou  des  proteines  solubles  dans  le  cytosol, 
reconnaissant  tres  specifiquement  leur  ligand, 

-  des  molecules  intermediaires  de  signalisation, 
qui  constituent  une  cascade  de  transduction 
depuis  le  recepteur  jusqu'aux  molecules  declen- 
chant  la  reaction  finale, 

-  des  molecules  cibles,  qui  sont  des  enzymes,  des 
transporteurs  membranaires,  des  proteines  du 
cytosquelette  ou  des  facteurs  de  transcription.  La 
rapidite  de  la  reponse  cellulaire  varie  selon  qu'elle 
implique  des  proteines  preexistantes  (ms  ou  sec), 
ou  qu'elle  necessite  leur  neosynthese  (heures). 


3.1  Les  principaux  types  de  molecules 
de  signalisation  et  de  recepteurs 


Les  molecules  informatives  declenchant  les  pro¬ 
cessus  de  communication  sont  tres  variees  :  pro¬ 


teines,  peptides,  acides  amines  ou  derives,  acides 
gras  ou  derives,  nucleotides,  steroides,  retinoides 
et  meme  certains  gaz  (NO,  ethylene  chez  les 
Vegetaux)  ;  en  general  de  nature  hydrophile,  il  en 
existe  aussi  qui  sont  hydrophobes.  Elies  sont 
envoyees  vers  les  cellules  cibles,  a  des  distances 
plus  ou  moins  grandes  ;  les  modes  de  transmission 
a  l'echelle  de  l'organisme  seront  brievement 
decrits  dans  le  chapitre  14. 

3.1.1.  Les  recepteurs  cytoplasmiques 

Ils  concernent  des  molecules  de  petite  taille, 
hydrophobes  et  diffusant  aisement  a  travers  la 
membrane  plasmique  :  hormones  steroidiennes  et 
thyroidiennes,  derives  de  l'acide  retinoique  et  vita- 
mine  D.  Bien  que  tres  differents,  tous  ces  signaux 
ont  un  mode  d'action  voisin.  Leurs  recepteurs  sont 
intracellulaires  et  restent  cytosoliques  tant  qu'ils 
n'ont  pas  fixe  leur  ligand,  mais  quand  ce  dernier 
l'a  ete,  ils  rentrent  dans  le  noyau  (car  la  sequence 
signal  d'adressage  a  ete  devoilee).  Ils  fonctionnent 
comme  des  facteurs  de  transcription  et  controlent 
l'activite  de  genes  specifiques  en  se  fixant  sur  leurs 
promoteurs.  Leur  action  est  done  directe  et  tres 
rapide. 

3.1.2.  LES  RECEPTEURS  MEMBRANAIRES 
ET  LEUR  DIVERSITE 

La  plupart  des  ligands  intervenant  dans  la 
signalisation  sont  hydrophiles  et  ne  franchissent 
pas  les  membranes  ;  ils  se  lient  a  des  recepteurs  de 
la  membrane  plasmique  des  cellules  cibles.  La 
majorite  des  recepteurs  de  surface  agit  en  entrai- 
nant  une  modification  d'activites  enzymatiques 
intracellulaires  qui  agissent  en  cascade  jusqu'a  la 
reponse  finale  de  la  cellule,  mais  certains  d'entre 
eux  sont  des  canaux  ioniques  regules  par  un 
ligand.  On  distingue  4  categories  principales  de 
recepteurs  membranaires  : 

-  les  recepteurs  couples  aux  proteines  G  hetero- 
trimeriques.  Ce  sont  les  plus  nombreux  ;  ils  pre- 
sentent  tous  la  meme  structure,  avec  2  gros 
domaines  extra  et  intracellulaires  et  7  helices 
transmembranaires  (pour  leur  structure  detaillee, 
voir  fig.  5.21).  Ils  constituent  la  plus  grande 
famille  de  recepteurs  membranaires  chez  les 
Eucaryotes  et  representent  environ  5  %  du 
genome  de  Caenorhabditis  ;  plusieurs  milliers  de 
genes  apparentes  ont  ete  identifies  chez  les 
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Mammiferes  (pres  de  1000  d'entre  eux  seraient 
impliques  dans  la  perception  des  odeurs  chez  les 
Mammiferes  :  recepteurs  olfactifs).  Ils  se  lient  a 
des  ligands  extracellulaires  tres  varies  (hor¬ 
mones,  neurotransmetteurs,  ou  mediateurs 
locaux  ),  et  les  reponses  cellulaires  qu'ils  entrai- 
nent  le  sont  egalement.  Le  recepteur  (3  adrener- 
gique,  etudie  dans  le  chapitre  7,  et  repondant  a 
l'adrenaline,  en  est  un  exemple.  La  fixation  du 
ligand  sur  ces  recepteurs  induit  chez  eux  un 
changement  de  conformation  qui  est  reconnu  par 
les  proteines  G  associees,  qui  s'y  fixent  (voir  plus 
loin). 

-les  recepteurs-canaux.  L'exemple  classique  est 
celui  du  recepteur  a  l'acetylcholine  (dit  nicoti- 
nique),  situe  dans  le  muscle  squelettique,  et  qui  a 
ete  signale  dans  le  chapitre  6.  La  fixation  de 
l'acetylcholine  sur  ce  canal  cationique  induit  son 
ouverture  et  un  flux  ionique  massif,  et  done  une 
reponse  cellulaire  instantanee. 

-les  recepteurs  catalytiques  a  activite  tyrosine 
kinase.  Plus  de  50  recepteurs  de  ce  type  sont 
connus  ;  specifiques  des  multicellulaires,  ils  ont 
en  commun  d'etre  des  proteines  transmembra- 
naires  a  passage  unique,  avec  un  domaine  C  ter¬ 
minal  catalytique  interne.  La  plupart  sont  des 
polypeptides  simples  (monomeres),  d'autres 
sont  des  dimeres  (recepteur  de  l'insuline).  Leurs 
ligands  extracellulaires  sont  des  facteurs  de 
croissance  (EGF,  FGF,  NGF,  PDGF)  ou  l'insuline. 
Le  prototype  de  ces  recepteurs  est  celui  de  l'EGF, 
dont  la  cascade  de  signalisation  induite,  dite  des 
MAP  kinases,  sera  decrite  en  detail  plus  loin.  La 
fixation  du  ligand  entraine  le  plus  souvent  une 
dimerisation  des  recepteurs  monomeriques,  ce 
qui  permet  le  rapprochement,  du  cote  cytoso- 
lique,  des  domaines  catalytiques  (a  activite  tyro¬ 
sine  kinase)  qui  se  phosphorylent  de  fa^on 
croisee  :  autophosphorylation.  Ceci  enclenche 
une  cascade  de  reactions  de  phosphorylation 
d'autres  proteines  (voir  plus  loin). 

-les  recepteurs  non  catalytiques  couples  a  des 
proteines  a  activite  tyrosine-kinase.  Le  principe 
de  leur  fonctionnement  est  voisin  de  ce  qui  vient 
d'etre  decrit,  sauf  que  ce  sont  des  proteines  asso¬ 
ciees  qui  sont  catalytiques,  et  non  pas  les  recep¬ 
teurs  eux-memes  (voir  plus  loin).  Leurs  ligands 
sont,  par  exemple,  les  cytokines  ou  l'hormone  de 
croissance  (GH). 

De  nombreuses  maladies  genetiques  sont  dues 
a  des  mutations  touchant  ces  recepteurs,  comme  le 
montre  l'encart  suivant. 


Encart  biomedical 

Dysfonctionnements  hormonaux 
et  recepteurs  membranaires 

On  connait  des  maladies,  hereditaires  ou  non, 
dues  a  des  mutations  touchant  les  recepteurs 
membranaires  ou  leurs  proteines  G  associees 
(stimulatrices  ou  inhibitrices).  Quelques 
exemples  concernant  des  hormones  secretees 
par  l'hypophyse,  qui  sont  capitales  pour 
l'homeostasie  de  l'organisme,  peuvent  etre  don- 
nes  (voir  aussi  la  fig.  5.21  et  l'encart  chapitre  9). 

Le  diabete  insipide  congenital  est  une  maladie 
genetique  rare,  parfois  fatale,  se  traduisant  par 
une  diurese  abondante  et  une  forte  deshydrata- 
tion.  II  est  du  a  une  anomalie  du  recepteur  de 
l'hormone  anti-diuretique  (ADH,  ou  vasopres- 
sine),  dans  certaines  cellules  du  rein.  L'hor¬ 
mone,  produite  par  la  neurohypophyse,  est 
reconnue  et  fixee  par  le  recepteur  mute,  mais  ce 
dernier  est  incapable  de  transmettre  le  signal  a 
la  proteine  G  qu'il  commande  :  la  cascade  n'est 
pas  enclenchee  et  la  cellule  ne  repond  pas  au 
stimulus.  On  a  done  ici  un  defaut  de  fonction¬ 
nement  lie  a  une  mutation  ponctuelle  (souvent 
un  codon  stop). 

L'adenome  benin  de  la  thyroide  est  une  tumeur 
produisant  de  fa  con  non  controlee  l'hormone 
thyro'idienne  (hyperthyroidisme).  Normalement, 
cette  glande  ne  secrete  l'hormone  que  si  elle  est 
stimulee  par  une  autre  hormone  fabriquee  par 
l'adenohypophyse  :  la  TSH  (thyreotrophine). 
Dans  ce  cas,  on  a  montre  qu'une  mutation  ponc¬ 
tuelle  du  gene  du  recepteur  de  la  TSH  est  res- 
ponsable  de  la  stimulation  continue  de  la 
proteine  G  correspondante,  d'ou  la  secretion 
excessive  et  constitutive  de  l'hormone  et  l'appa- 
rition  de  la  proliferation  cellulaire.  II  s'agit 
d'une  maladie  non  hereditaire,  liee  a  une  muta¬ 
tion  ayant  affecte  une  seule  cellule  de  la  thy¬ 
roide  (mutation  somatique). 

II  existe  d'autres  pathologies  dues  a  un  dysfonc- 
tionnement  des  hormones  hypophysaires,  et 
concernant  leurs  recepteurs  ou  les  proteines  G 
associees.  Des  recepteurs  deficients  pour  l'hor¬ 
mone  adreno-corticotrope  (ACTH,  ou  cortico- 
trophine)  ou  la  LH  (gonadotrophine)  sont 
responsables  respectivement  de  problemes  de 
secretion  des  glucocorticoides  par  la  glande  sur- 
renale,  ou  de  syndromes  sexuels  tels  qu'une 
puberte  precoce. 
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3.2  Les  proteines  associees  aux  recepteurs 


Seuls  quelques  exemples  de  la  diversity  consi¬ 
derable  de  ces  proteines  seront  presentes. 

3.2.1.  Proteines  G  heterotrimeriques 

Ces  proteines  lient  le  GTP  en  l'echangeant  contre 
un  GDP.  Elies  sont  constitutes  de  trois  sous-unites 
(a,  (3,  y),  et  localisees  sur  la  face  interne  de  la  mem¬ 
brane  plasmique  ;  les  sous  unites  a  et  y  sont 
ancrees  dans  la  bicouche  par  des  acides  gras  (voir 
chapitre  6).  La  fixation  de  la  proteine  G  (sous  forme 
GDP)  au  recepteur  associe  active  induit  la  separa¬ 
tion  de  la  sous  unite  a  des  deux  autres,  ce  qui 
s'accompagne  de  l'echange  GDP  contre  GTP  ;  la 
proteine  devient  alors  active.  Par  diffusion  laterale 
dans  la  bicouche,  la  sous-unite  Ga  entre  en  contact 
avec  d'autres  proteines  membranaires,  qui  seront 
activees  a  leur  tour.  II  existe  differentes  proteines 
G  (stimulatrices,  ou  inhibitrices),  qui  re^oivent  des 
signaux  de  divers  recepteurs  et  stimulent  en  aval 
de  nombreuses  cibles.  Elies  different  par  leurs  3 
sous-unites  :  on  connait  plus  de  15  genes  pour  a,  5 
pour  (3  et  10  pour  y,  chez  l'Homme,  ce  qui  permet 
un  nombre  eleve  de  combinaisons.  Elies  hydroly- 
sent  spontanement,  mais  lentement  (sec.  ou  min.), 
le  GTP  en  GDP,  ce  qui  met  fin  au  processus  de 
signalisation  ;  les  trois  sous-unites  se  rassemblent 
ensuite  pour  former  la  proteine  G  inactive. 

3.2.2  Proteines  associees  aux  recepteurs 

LIES  A  UNE  ACTIVITE  TYROSINE  KINASE 

Dans  le  cas  des  recepteurs  catalytiques, 
T autophosphorylation  est  reliee  a  la  reponse  cellu- 
laire  grace  a  des  proteines  adaptatrices  reconnais- 
sant  des  phosphotyrosines  (exemple  de  l'EGF 
donne  plus  loin).  Les  recepteurs  non  catalytiques 
sont  associes,  au  niveau  de  leurs  domaines  intra- 
cellulaires,  a  des  proteines  kinases  (JAK2)  qui  se 
phosphorylent  mutuellement  lors  de  la  dimerisa- 
tion  des  recepteurs,  et  peuvent  phosphoryler 
d'autres  proteines  ;  c'est  le  cas,  par  exemple,  de 
STAT,  qui  est  un  facteur  de  transcription. 

3.3.  Les  messagers  secondaires 
et  les  cascades  induites 


Les  messagers  secondaires  sont  des  petites 
molecules  cytosoliques,  diffusibles,  dont  les 


concentrations  varient  brusquement  sous  Taction 
de  la  reception  du  signal,  et  qui  enclenchent  les 
cascades  :  AMP  cyclique  (AMPc),  inositol  triphos¬ 
phate  (IP3),  diacylglycerol  (DAG),  par  exemple.  Ils 
sont  un  moyen  d'amplification  considerable  du 
signal  initial  car  un  seul  recepteur  active  peut  faire 
passer  plusieurs  centaines  de  proteines  G  inactives 
sous  la  forme  active,  qui  peuvent  elles-memes 
conduire  a  la  production  de  milliers  de  molecules 
d'AMPc,  et  ainsi  de  suite.  Ils  sont  parfois  com- 
muns  a  plusieurs  voies,  ce  qui  permet  une  integra¬ 
tion  des  reponses  cellulaires.  Deux  exemples  de 
cascades,  parmi  une  multitude,  seront  decrits. 

3.3.1.  Voies  impliquant  les  proteines  G 

Deux  voies  majeures  de  transduction  sont 
enclenchees  par  les  proteines  G  :  la  voie  de  l'AMPc 
et  la  voie  des  phosphoinositides  et  du  calcium. 

-  La  voie  de  l'AMPc  a  ete  brievement  illustree  dans 
le  chapitre  7,  avec  l'exemple  de  la  degradation 
du  glycogene  dans  les  cellules  hepatiques  et  le 
muscle,  provoquee  par  l'adrenaline  et  les  recep¬ 
teurs  dits  P  adrenergiques.  L'adenylate  cyclase 
(proteine  a  12  helices  transmembranaires)  est  sti- 
mulee  par  une  proteine  Gs  a  produire  l'AMPc, 
qui  active  une  proteine  kinase,  dite  PKA  (voir 
figure  7.11).  Apres  phosphorylation  en  serie  et 
activation  de  deux  proteines  (phosphorylase 
kinase  et  glycogene  phosphorylase),  cette  cas¬ 
cade  conduit  a  la  production  de  glucose  1-P. 

-  La  seconde  voie  met  en  jeu  une  phospholipase 
(dite  C),  activee  par  une  proteine  Gs  ;  cette 
enzyme  hydrolyse  un  lipide  membranaire  (le 
PIP2)  et  donne  de  1TP3  et  du  DAG.  Ces  deux 
produits  sont  des  messagers  secondaires  :  le  pre¬ 
mier  provoque  la  liberation  brusque  dans  le 
cytosol  de  Ca2+  contenu  dans  le  reticulum  endo- 
plasmique,  dont  les  effets  sont  multiples  ;  le 
second  active  une  proteine  kinase  Ca2+  depen- 
dante  (PKC),  qui  active  ensuite  une  cascade  de 
phosphorylations  aboutissant  a  la  transcription 
de  genes  specifiques.  Le  Ca2+  cytosolique  exerce 
son  action  via  une  petite  proteine  qui  le  fixe,  la 
calmoduline,  qui  active  elle-meme  des  kinases 
ou  des  phosphatases. 

Certaines  proteines  G  controlent  directement 
des  canaux  ioniques  ;  c'est  le  cas  de  Taction  de 
l'acetylcholine  sur  le  muscle  cardiaque,  assuree 
par  un  recepteur  (dit  muscarinique)  couple  a  une 
proteine  G  inhibitrice  de  l'adenylate  cyclase  et 
ouvrant  des  canaux  K+,  ce  qui  ralentit  le  coeur. 
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3.3.2.  Voies  des  MAP  kinases  : 
l'exemple  de  l'EGF 

ET  DE  LA  PROLIFERATION  CELLULAIRE 


En  plus  des  proteines  classiques  des  voies  de 
transduction  (facteurs  de  croissance,  recepteurs 
membranaires  et  proteines  transductrices  du 
signal)  le  controle  de  la  proliferation  des  cellules 
de  Mammiferes  est  assure  par  2  categories  de  pro¬ 
teines  intervenant  sequentiellement  :  1)  des  fac¬ 
teurs  de  transcription  nucleaires,  controlant 
l'expression  de  certains  genes,  2)  des  proteines  qui 
activent  directement  le  cycle  cellulaire  et  la  divi¬ 
sion.  Sous  une  forme  mutee,  toutes  ces  proteines, 
sauf  les  premieres,  ont  ete  identifies  comme  des 
oncogenes  (oncoproteines  ;  voir  plus  loin).  La  voie 
des  MAP  (mitogenic  activated  protein)  kinases, 
impliquee  dans  le  declenchement  de  la  mitose,  est 
universelle  chez  les  Eucaryotes  ;  les  «  substances 
mitogenes  »,  au  sens  strict,  sont  definies  comme 
des  facteurs  stimulant  la  division  cellulaire  (plus 
de  50  sont  connus).  La  question  est  de  savoir  com¬ 
ment  fonctionne  la  voie  de  transduction  du  signal, 
a  partir  du  recepteur  active,  jusqu'a  la  reponse 
finale  ;  trois  niveaux  de  phosphorylations  sont  en 
fait  mis  en  oeuvre,  comme  le  montre  l'exemple  de 
l'intervention  de  l'EGF. 


L'EGF  est  le  prototype  des  facteurs  mitogenes, 
qui  interviennent  au  cours  du  developpement 
embryonnaire  (ou  il  agit  comme  signal  inducteur) 
et  chez  l'adulte.  C'est  un  polypeptide  de  53  acides 
amines,  produit  par  le  clivage  d'un  gros  precur- 
seur  transmembranaire  contenant  plusieurs 
modules  identiques.  II  agit  a  l'etat  de  monomere, 
car  il  reconnait  deux  recepteurs  a  la  fois.  Son 
recepteur  dimerise  devient  actif  (apres  autophos¬ 
phorylation)  et  recrute  la  proteine  Grb2,  via  un 
domaine  reconnaissant  des  tyrosines  phosphory- 
lees.  Puis  Grb2  recrute  la  proteine  Sos,  qui  favorise 
l'echange  de  GTP  au  niveau  d'une  petite  proteine 
G  monomerique  membranaire  :  Ras.  Cette  pro¬ 
teine,  fixee  dans  la  bicouche  par  deux  ancres  lipi- 
diques,  est  un  composant  central  dans  la 
transduction  du  signal  (commutateur  molecu- 
laire).  Ras  activee  par  le  GTP  s'associe  en  effet  a  la 
proteine  Raf  et  l'active  ;  Raf  est  une  proteine 
kinase  (MAP  KKK),  qui  phosphoryle  et  active  la 
proteine  Mek  (MAP  KK).  Mek  activee  phospho¬ 
ryle  a  son  tour  une  MAP  kinase  (MAP  K)  :  Erk,  qui 
phosphoryle  des  proteines  cytosoliques  ou 
nucleaires.  Dans  le  noyau,  elle  phosphoryle  divers 
facteurs  de  transcription  preexistants,  tels  que  Elk. 


C'est  ainsi  que  les  mitogenes  stimulent  en  GO  la 
transcription  de  deux  families  de  genes  successifs, 
dits  precoces  (facteurs  de  transcription  :  Jun,  Fos), 
puis  tardifs  (actives  par  les  facteurs  precedents). 
Parmi  les  proteines  synthetisees  lors  de  la  reponse 
tardive,  les  cyclines  de  la  phase  G1  (D  et  E),  ainsi 
que  des  Cdk  (4,  6,  2),  declenchent  directement  la 
mitose.  On  comprend  bien,  avec  cette  cascade 
complexe,  l'origine  de  certains  cancers  ;  le  recep¬ 
teur  a  l'EGF  peut  en  effet  etre  mute  et  devenir 
constitutif  (actif  en  l'absence  du  ligand).  C'est  le 
cas  de  l'oncogene  ErbB,  implique  dans  le  develop¬ 
pement  de  nombreuses  tumeurs  du  sein  et  de 
l'ovaire,  qui  cause  la  perte  du  domaine  extracellu- 
laire  de  fixation  du  ligand.  De  meme,  les  muta¬ 
tions  de  Ras  qui  empechent  l'hydrolyse  du  GTP  la 
rendent  constitutive,  stimulent  constamment  la 
proliferation  et  sont  la  cause  de  cancers. 


4.  DEREGULATIONS 
DU  CYCLE  CELLULAIRE  : 
APOPTOSE  ET  CANCER 


L'etude  du  controle  du  cycle  cellulaire  montre 
qu'il  existe  deux  types  de  mecanismes  antago- 
nistes,  les  uns  stimulateurs  de  la  proliferation,  lies 
aux  facteurs  de  croissance,  les  autres  inhibiteurs, 
intervenant  lors  des  processus  de  verification  du 
bon  deroulement  du  programme  de  division,  ou 
du  declenchement  de  l'apoptose.  Leur  action  coor- 
donnee  regit  normalement  les  differentes  etapes 
du  cycle  et  du  developpement  des  cellules,  et  toute 
defaillance  des  genes  qui  sont  impliques  conduit 
forcement  a  une  multiplication  incontrolee  de 
celles-ci. 


4.1  Mort  «naturelle»  et  mort  programmee 
des  cellules 


4.1.1.  Le  ROLE  DE  LA  TELOMERASE 

La  mort  « naturelle  »  des  cellules  des  organismes 
pluricellulaires  est  programmee  genetiquement.  Il 
a  ete  montre  en  effet,  grace  a  des  cultures  de  cel¬ 
lules  de  Mammiferes,  que  celles-ci  ne  peuvent  pas 
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accomplir  plus  de  50  generations  environ  ;  passe 
ce  stade,  les  cellules  ralentissent  leur  croissance, 
cessent  de  se  diviser  (passent  en  GO)  et  finissent 
par  mourir.  Cette  limite,  qui  est  caracteristique  de 
l'espece  etudiee  et  fonction  de  l'age  du  donneur, 
est  inscrite  dans  le  patrimoine  genetique  de  l'orga- 
nisme.  On  pense  que  l'arret  des  divisions  est  lie  a 
l'absence,  dans  ces  cellules,  d'une  enzyme  nom¬ 
inee  telomerase.  II  s'agit  d'une  enzyme  de  type 
ribonucleoproteine,  qui  est  capable  de  repliquer 
l'ADN  tres  particulier  qui  forme  les  telomeres  ;  ce 
dernier  est  en  fait  constitue  de  plusieurs  centaines 
ou  milliers  de  sequences  repetees  en  tandem,  for- 
mees  d'un  motif  simple  de  6  paires  de  bases. 

Dans  les  cellules  somatiques,  qui  ne  contiennent 
pas  de  telomerase,  la  longueur  des  telomeres  est 
raccourcie  de  quelques  dizaines  de  motifs  a  chaque 
division.  Lorsque  ces  derniers  ont  completement 
disparu,  au  bout  d'une  cinquantaine  de  cycles, 
apparait  un  signal  qui  entraine  la  cellule  vers  la 
senescence  et  la  mort.  Seules  les  cellules  pourvues 
d'une  activity  telomerase  peuvent  se  diviser  de 
fagon  indefinie  (cellules  immortelles)  ;  c'est  le  cas 
des  cellules  de  la  lignee  germinale  chez  les  Ani- 
maux,  mais  aussi  des  cellules  cancereuses,  chez 
qui  ce  gene  est  active  de  fagon  anormale. 


4.1.2.  L'apoptose  chez  les  Animaux 

ET  LES  VEGETAUX 

La  mort  programmee,  ou  apoptose,  designe  un 
evenement  de  mort  cellulaire  fondamentalement 
different  de  la  mort  par  accident  ou  par  necrose, 
puisqu'il  s'agit  d'un  phenomene  controle  et  provo- 
que  par  la  cellule  elle-meme  (suicide).  Elle  se 
manifeste  par  une  sequence  reproductible  de 
symptomes  caracteristiques  tels  que  le  gonflement 
du  noyau,  la  disorganisation  de  la  chromatine  et 
la  degradation  de  l'ADN,  l'emission  par  la  cellule 
de  prolongements  cytoplasmiques  qui  se  detachent 
du  corps  cellulaire,  etc.  Chez  les  Animaux,  les 
fragments  de  cellules  contenant  des  micronoyaux 
sont  enfin  phagocytes  par  des  cellules  specialisees. 

Chez  les  Animaux,  on  connait  un  grand  nombre 
de  situations  ou  ce  phenomene  naturel  intervient, 
et  en  particulier,  de  fa  con  un  peu  paradoxale,  au 
cours  du  developpement  embryonnaire.  La  dispa- 
rition  selective  de  divers  tissus,  qui  participe  au 
modelage  de  l'embryon,  resulte  en  effet  d'une 
mort  cellulaire  controlee.  Chez  l'Homme  adulte,  le 


renouvellement  cyclique  des  cellules  de  certains 
organes  (uterus  et  cycle  ovarien)  releve  de  ce  meca- 
nisme,  et  plusieurs  maladies  neurodegeneratives 
ou  auto-immunes  sont  liees  a  des  dysfonctionne- 
ments  de  ce  dernier.  On  peut  citer  les  exemples  de 
la  destruction : 

-  de  la  queue  et  des  branchies  du  tetard  chez  les 
Anoures ; 

-  de  la  palmure  interdigitale  dans  la  construction 
de  la  main ; 

-  des  neurones  qui  n'ont  pas  contracte  de  synapses  ; 

-  des  lymphocytes  excedentaires  lors  d'une  reponse 
immunitaire,  etc. 

Des  cas  semblables  existent  chez  les  Vegetaux, 
bien  qu'ils  soient  moins  nombreux  : 

-  la  mort  des  cellules  a  l'origine  des  vaisseaux 
conducteurs ; 

-  l'abcission  des  feuilles,  la  senescence  des  petales 
et  des  cotyledons ; 

-  la  destruction  de  cellules  au  cours  du  developpe¬ 
ment  de  l'embryon  et  de  la  graine,  etc. 

L'importance  et  le  caractere  universel  de  la 
mort  programmee  sont  identifies  depuis  quelques 
annees  seulement,  et  le  determinisme  genetique  de 
ce  processus  reste  mal  connu.  Un  certain  nombre 
de  genes  intervenant  dans  son  controle  ont  cepen- 
dant  ete  decouverts  ;  ils  sont  conserves  chez  tous 
les  Animaux,  depuis  les  Nematodes  jusqu'aux 
Mammiferes.  Le  reseau  d'interactions  entre  les  fac- 
teurs  qui  determinent  la  proliferation  des  cellules 
et  ceux  qui  conduisent  a  leur  mort  est  d'une  com¬ 
plexity  telle  qu'il  n'est  pas  possible  de  le  decrire 
ici.  On  retiendra  simplement  que  plusieurs  genes 
concernant  le  cycle  cellulaire,  et  en  particulier  celui 
codant  la  proteine  P53  (voir  plus  loin),  participent 
au  declenchement  du  suicide  cellulaire. 


4.2  L'origine  genetique  des  cancers 


4.2.1.  LE  DEVELOPPEMENT  DES  TUMEURS 

Une  cellule  devient  cancereuse  lorsqu'elle 
echappe  aux  controles  normalement  exerces  par 
les  autres  cellules  de  l'organisme  (oncogenese). 
N'obeissant  plus  qu'a  son  propre  programme  de 
multiplication,  elle  se  divise  de  fagon  continue  et 
forme  une  tumeur  ;  elle  quitte  parfois  son  lieu 
d'origine  pour  aller  coloniser  des  organes  qui. 
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lorsqu'ils  sont  vitaux  pour  l'organisme,  s'alterent 
rapidement  et  deviennent  non  fonctionnels  (meta- 
stases).  Les  cancers,  dont  on  connait  plus  d'une 
centaine  de  formes,  sont  dus  a  des  mecanismes 
genetiques  communs.  On  sait  aujourd'hui  qu'une 
tumeur  se  developpe  toujours  selon  un  nombre 
d'etapes  bien  determine,  histologiquement  identi- 
fiables,  chacune  d'elles  correspondant  a  une  nou- 
velle  mutation  apparue  dans  un  gene  participant 
au  controle  de  la  croissance  cellulaire.  L'observa- 
tion  que  les  cancers  resultent  de  l'accumulation  de 
mutations  au  sein  d'un  meme  clone  cellulaire  est  a 
la  base  de  la  notion  d'expansion  clonale  des  cel¬ 
lules  tumorales.  Une  demi-douzaine  de  genes 
mutes  sont  parfois  impliques  avant  qu'une  tumeur 
ne  devienne  invasive  et  presente  un  reel  danger 
pour  Forganisme  (exemple  du  cancer  du  colon). 

Toute  tumeur  derive  en  effet  d'une  seule  cellule 
devenue  anormale  a  la  suite  de  mutations  dans 
l'une  ou  l'autre  des  categories  de  genes  suivants  : 
les  proto-oncogenes  et  les  anti-oncogenes  (ou 
genes  suppresseurs  de  tumeurs).  Les  premiers 
interviennent  normalement  dans  la  stimulation  de 
la  division  cellulaire,  les  seconds,  en  revanche,  sont 
charges  de  l'inhiber.  Les  genes  responsables  de 
l'oncogenese  sont  en  fait  des  formes  mutees  de  ces 
deux  types  de  genes  : 

1)  les  oncogenes,  qui  sont  des  proto-oncogenes 
actives,  et  responsables  d'une  production  consti¬ 
tutive  ou  d'une  surproduction  de  proteines  sti- 
mulatrices  de  la  division ; 

2)  les  anti-oncogenes  inactives,  qui  ne  sont  plus 
en  mesure  de  fabriquer  des  proteines  inhibitrices 
de  la  proliferation. 

Tous  les  genes  codant  les  proteines  intervenant 
dans  les  voies  de  signalisation  positive  liees  aux 
facteurs  de  croissance,  sont  des  proto-oncogenes  et 
done  potentiellement  des  oncogenes.  Les  mole¬ 
cules  concernees  sont  aussi  bien  les  facteurs  de 
croissance  eux-memes  que  leurs  recepteurs  mem- 
branaires,  ou  toute  proteine  intervenant  dans  la 
sequence  de  stimulation,  jusqu'aux  facteurs  de 
transcription  controlant  directement  l'expression 
des  genes.  II  est  aise  de  comprendre,  par  exemple, 
qu'un  recepteur  modifie  par  mutation  peut  devenir 
actif,  meme  en  l'absence  de  son  ligand,  et  stimuler 
en  permanence  la  division  ;  de  meme,  on  connait 
des  cas  ou  des  facteurs  de  croissance  sont  secretes 


de  fagon  continue  par  des  cellules  qui  y  sont  elles- 
memes  sensibles  (action  autocrine),  et  qui  done 
s'autostimulent,  d'ou  l'emballement  du  systeme. 
Les  mutations  de  ce  type  sont  dominantes,  car  il 
s'agit  d'un  gain  de  fonction.  Un  grand  nombre 
d'oncogenes  ont  ete  decouverts  dans  les  genomes 
des  Retrovirus  (voir  chapitre  15). 

4.2.2.  Mecanismes  moleculaires 

Pour  illustrer  le  role  des  anti-oncogenes,  on  peut 
decrire  celui  de  la  molecule  dite  P53.  Cette  pro¬ 
teine  est  un  facteur  de  transcription  controlant 
l'activite  de  nombreux  genes,  certains  etant  stimu¬ 
lus  et  d'autres  inhibes.  Un  des  genes  ainsi  actives 
code  une  petite  proteine  (P21)  qui  empeche  le  fonc- 
tionnement  du  complexe  CDK/cycline  G1  en  se 
fixant  dessus,  ce  qui  freine  le  cycle  en  bloquant  la 
cellule  en  Gl.  Lorsque  les  cellules  sont  soumises  a 
un  stress  ou  que  leur  ADN  a  ete  accidentellement 
endommage,  une  production  importante  de  P53 
est  declenchee  ;  le  systeme  de  securite  qui  est  mis 
en  route  permet  ainsi  aux  enzymes  de  reparation 
de  l'ADN  de  fonctionner.  Lorsque  celui-ci  est 
repare,  le  cycle  reprend  normalement ;  si  les  lesions 
sont  trop  importantes  et  irreparables,  le  programme 
de  mort  cellulaire  est  declenche.  Cette  operation 
de  verification  de  l'etat  de  l'ADN  et  sa  reparation 
sont  des  etapes  cruciales  du  cycle  ;  seules  des  chro- 
matides  en  «bon  etat»  seront  ainsi  dupliquees  et 
transmises  aux  cellules-filles.  II  a  ete  montre  que  la 
proteine  P53  est  mutee  et  anormale  dans  50  %  des 
cancers  (et  dans  90  %  des  cancers  du  poumon  !),  ce 
qui  temoigne  de  son  role  important  comme  frein 
de  la  division  ;  en  effet,  les  cellules  mutees  se  mul- 
tiplient  en  accumulant  les  erreurs  dans  leur  ADN, 
ce  qui  conduit  fatalement  a  l'apparition  de 
tumeurs.  II  faut  enfin  ajouter  que  les  mutations 
concernant  les  anti-oncogenes  sont  recessives,  car 
elles  correspondent  a  une  perte  de  fonction. 

L'apparition  spontanee  d'un  cancer  est  un  pro¬ 
cessus  necessitant  plusieurs  etapes  et  l'alteration 
simultanee  d'un  grand  nombre  genes,  au  sein 
d'une  meme  cellule.  Le  developpement  d'une 
tumeur,  qui  est  le  resultat  de  l'accumulation  de  ces 
mutations  spontanees  et  aleatoires,  demande  en 
general  30  a  40  ans  pour  se  realiser. 
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Encart  biomedical 
Les  genes  de  predisposition  au  cancer 


De  nombreux  cas  de  cancers  apparaissent  beau- 
coup  plus  tot,  et  se  developpent  plus  vite  (en  un 
a  deux  ans)  chez  certains  individus  que  dans  la 
moyenne  de  la  population.  Ils  se  transmettent  en 
outre  au  sein  de  families  caracterisees  par  un 
risque  eleve  de  survenue  :  ce  sont  les  cancers 
familiaux.  Le  facteur  responsable  de  cette  appari¬ 
tion  acceleree  des  tumeurs  est  en  fait  un  gene 
(mute)  de  predisposition,  dont  l'individu  a  herite 
a  sa  naissance  et  qu'il  possede  dans  toutes  ses 
cellules.  Les  cancers  familiaux  du  colon  et  du 
sein  sont  decrits  a  titre  d'exemples. 

Deux  formes  hereditaires  des  cancers  colorectaux 
sont  connues  ;  la  premiere  concerne  moins  de  1  % 
des  cas  :  le  cancer  colorectal  familial  avec  poly¬ 
pose  ;  la  seconde  sera  evoquee  plus  loin.  Lorsque 
le  gene  suppresseur  de  tumeurs  nomme  APC  est 
mute  au  niveau  des  deux  chromosomes  homo- 
logues,  dans  une  cellule  de  l'epithelium  intesti¬ 
nal,  un  polype  benin  apparait,  qui  peut  degenerer 
plus  tard  en  tumeur  maligne.  Si  l'un  des  deux 
alleles  est  d'emblee  herite  sous  une  forme  mutee 


a  la  naissance,  une  seule  mutation  somatique 
supplementaire  suffit  pour  que  l'individu  por- 
teur  devienne  homozygote  et  produise  de  fa^on 
precoce  des  milliers  de  polypes,  ce  qui  accroit 
evidemment  la  probability  qu'il  developpe  des 
tumeurs. 

Environ  8  %  des  cancers  du  sein  et  de  l'ovaire 
seraient  dus  a  deux  genes  de  predisposition  :  les 
genes  BRCA  1  et  2,  qui  sont  aussi  des  genes  sup- 
presseurs  de  tumeur.  Les  femmes  porteuses  de 
mutations  dans  ces  genes  ont  un  risque  de  cancer 
du  sein  pres  de  10  fois  superieur  a  celui  de  la 
population  generate. 

Enfin,  plusieurs  cancers  familiaux  sont  indirecte- 
ment  dus  a  une  defaillance  des  systemes  de  repa¬ 
ration  de  l'ADN.  C'est  le  cas,  par  exemple,  du 
xeroderma  pigmentosum  et  du  cancer  colorectal 
hereditaire  sans  polypose  (voir  le  chapitre  12). 
Parmi  les  genes  mutes  persistant  a  la  suite  de  la 
non  reparation  de  l'ADN,  on  retrouve  toujours 
ceux  intervenant  dans  le  controle  du  cycle  cellu- 
laire. 
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Cellules  souches  et  therapie  cellulaire 


L'utilisation  des  cellules  souches  en  therapie 
humaine  constitue  depuis  plusieurs  annees  un 
sujet  scientifique  brulant  et  tres  mediatise  car  il 
touche  egalement  aux  domaines  de  l'ethique  et  de 
la  politique.  Les  perspectives  medicales  liees  a  ces 
« cellules  miracles  »  paraissent  revolutionnaires  : 
on  imagine  que  l'on  pourra  bientot,  grace  a  elles, 
fabriquer  a  volonte  des  cellules  musculaires,  des 
neurones  ou  des  cellules  pancreatiques.  Des  mala¬ 
dies  graves  telles  que  les  myopathies,  la  maladie 
de  Parkinson  et  le  diabete  seraient  ainsi  vaincues. 

II  y  a  en  fait  plus  de  quarante  ans  que  le  principe 
de  la  therapie  cellulaire  a  ete  etabli  et  mis  en  pra¬ 
tique.  Les  greffes  de  moelle  osseuse  se  basent  sur 
l'observation  deja  ancienne  que  des  cellules 
souches  capables  de  produire  toutes  les  cellules 
sanguines  existent  chez  l'adulte.  On  les  utilise 
pour  traiter  des  sujets  ayant  ete  irradies,  souffrant 
de  leucemies  ou  de  diverses  pathologies  des  cel¬ 
lules  sanguines  ou  immunitaires.  Le  probleme 
majeur  reste  celui  de  l'incompatibilite  tissulaire  et 
du  rejet ;  les  banques  de  donneurs  compatibles  ne 
repondent  pas  a  tous  les  besoins.  Dans  la  plupart 
des  cas,  un  traitement  immunosuppresseur,  a  base 
de  cyclosporine,  doit  etre  realise.  Le  sang  du  cor¬ 
don  ombilical  des  nouveaux  nes,  riche  en  cellules 
souches,  constitue  une  voie  d'avenir  prometteuse 
pour  les  allogreffes  sanguines. 

A  la  fin  des  annees  80,  des  cellules  souches  des 
muscles  stries  (les  cellules  satellites),  ont  ete  iso¬ 
lees,  cultivees  en  masse  in  vitro,  puis  injectees  dans 
les  muscles  de  patients  atteints  de  la  myopathie  de 
Duchenne.  Ces  cellules  ont  effectivement  participe 
a  la  reparation  partielle  des  tissus  leses.  II  est 
cependant  trop  tot  pour  dire  si  cette  methode 
pourra  etre  employee  en  therapie. 

Les  possibilites  therapeutiques  offertes  par  les  cel¬ 
lules  souches  embryonnaires  sont  en  theorie  consi¬ 
derables.  La  production  controlee  (grace  a  la 
connaissance  des  signaux  chimiques  inducteurs 


appropries),  de  cellules  differenciees  a  partir  de 
ces  cellules  humaines  en  culture,  puis  leur  injec¬ 
tion,  devrait  autoriser  le  traitement  d'organes  leses 
ou  deficients.  Le  coeur,  le  cerveau  et  le  pancreas 
(dont  les  cellules  ne  se  renouvellent  plus),  respecti- 
vement  alteres  de  fa  con  definitive  par  un  infarctus, 
la  maladie  de  Parkinson  ou  le  diabete,  seraient 
ainsi  reparables.  Id  aussi,  le  probleme  de  la  com- 
patibilite  tissulaire  se  pose,  et  deux  voies  sont 
explorees  pour  resoudre  cette  difficulty.  Tout 
d'abord,  on  peut  imaginer  creer  des  cellules 
souches  embryonnaires  genetiquement  modifiees, 
n'exprimant  pas  certaines  proteines  de  leur  sur¬ 
face,  et  qui  ne  seraient  pas  reconnues  comme 
etrangeres  par  le  receveur  apres  transplantation. 
Ces  cellules,  de  type  «donneur  universel»,  pour- 
raient  done  etre  injectees  a  tout  le  monde  ;  leur 
realisation  semble  encore  tres  lointaine. 

La  deuxieme  solution  mettrait  en  oeuvre  la  tech¬ 
nique  deja  bien  connue  du  clonage.  La  purification 
de  noyau(x)  de  cellules  somatiques  du  patient  (de 
peau,  par  exemple)  serait  suivie  de  leur  injection 
dans  un  oeuf  humain  non  feconde,  apres  elimina¬ 
tion  de  ses  chromosomes.  Le  declenchement  du 
developpement  embryonnaire  et  sa  poursuite 
jusqu'au  stade  blastocyste  permettrait  d'obtenir 
des  cellules  souches  embryonnaires  dont  on  diri- 
gerait  a  volonte  la  differenciation.  Ces  cellules  ont 
la  meme  information  genetique  que  celles  du  rece¬ 
veur,  et  elles  seraient  done  compatibles  avec  ses 
tissus  leses,  qui  pourraient  etre  gueris. 

Cette  methode,  dite  abusivement  du  «bebe  medi¬ 
cament »,  pourrait  egalement  etre  utilisee  dans  le 
cas  de  maladies  genetiques  incurables.  Un  embryon 
precoce  normal  issu  d'une  meme  fratrie  serait 
employe  specialement  comme  source  de  cellules 
souches  pour  guerir  un  jeune  malade.  Toutes  ces 
manipulations  soulevent  de  nombreuses  interro¬ 
gations  et  suscitent  des  debats  passionnes  ;  elles 
sont  autorisees  en  France  depuis  quelques  mois 
seulement. 
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Resume 


Le  cycle  cellulaire  standard  des  Eucaryotes  est 
constitue  de  deux  phases  principales  :  l'interphase 
et  la  division  ;  la  premiere,  en  general  la  plus 
longue,  correspond  a  une  periode  de  croissance 
cellulaire  active  preparant  la  division  suivante. 
Elle  est  decoupee  en  trois  etapes  successives  :  Gl,  S 
et  G2  ;  la  replication  de  l'ADN,  qui  a  lieu  pendant 
le  stade  S,  introduit  en  effet  une  discontinuite  au 
cours  de  l'interphase. 

Le  cycle  cellulaire  est  etudie  par  des  methodes 
cytologiques,  utilisant  ou  non  les  traceurs  radioac- 
tifs  et  l'autoradiographie,  qui  permettent  de  mettre 
en  evidence  et  mesurer  la  duree  de  ses  differentes 
phases,  dans  des  populations  de  cellules  en  proli¬ 
feration,  synchrones  ou  non  synchrones.  Les  tech¬ 
niques  de  la  Biologie  Cellulaire  et  de  la  Biochimie 
(experiences  de  fusions  de  cellules  a  des  stades  dif- 
ferents  du  cycle,  ou  d'injections  d'extraits  acellu- 
laires)  ont  demontre  l'existence  de  facteurs 
universels  stimulant  l'entree  en  phase  S  ou  M. 

L'utilisation  de  mutants  conditionnels,  chez  la 
levure,  a  permis  d'identifier  de  nombreux  genes 
controlant  le  cycle,  ce  qui  a  ouvert  la  voie  a  la 
Biologie  Moleculaire.  Cette  derniere  approche  a 
montre  que  les  mecanismes  de  controle  du  pro¬ 
gramme  de  la  division  sont  bases  sur  l'existence 
d'un  oscillateur  biologique  universel  forme  de 
deux  proteines  :  une  CDK,  presente  en  quantite 
constante,  et  une  cycline,  qui  disparait  brutale- 
ment  apres  son  accumulation  progressive. 
Plusieurs  complexes  voisins  de  ce  type  se  succe- 
dent  au  cours  du  cycle  et  permettent  la  progres¬ 
sion  des  cellules  dans  ses  differentes  etapes,  en 
assurant  une  activite  de  phosphorylation  (activa- 
trice  ou  inhibitrice)  des  proteines  impliquees  dans 
son  determinisme. 

Dans  les  voies  de  signalisation,  deux  categories  de 
recepteurs  charges  de  recevoir  et  transmettre  le 
message  primaire,  sont  connues  :  les  recepteurs 


cytoplasmiques,  qui  captent  des  signaux  hydro¬ 
phobes,  et  les  recepteurs  membranaires,  qui  posse- 
dent  un  domaine  extracellulaire  de  liaison  avec  un 
ligand  hydrosoluble.  Quatre  types  principaux  de 
recepteurs  membranaires  existent :  1)  ceux  couples 
aux  proteines  G,  2)  les  recepteurs  canaux,  3)  les 
recepteurs  catalytiques  a  activite  tyrosine  kinase 
et,  4)  les  recepteurs  associes  a  des  proteines  a  acti¬ 
vite  tyrosine  kinase.  Ils  transmettent  le  signal 
pergu  a  des  proteines  qui  leur  sont  associees  (et 
qui  seront  activees  ou  inhibees),  le  plus  souvent 
grace  a  des  proteines  membranaires,  specifiques 
des  voies  de  signalisation  ;  les  proteines  G  hetero- 
trimeriques,  ou  des  proteines  reconnaissant  des 
phosphotyrosines,  en  sont  des  exemples  classiques. 
Les  cascades  de  signalisation  enclenchees  par  la 
suite  mettent  en  jeu  des  messagers  secondaires  qui 
amplifient  considerablement  le  signal  initial. 

Chez  les  etres  pluricellulaires,  le  controle  de  la 
proliferation  des  cellules  est  d'une  importance 
capitale  pour  le  maintien  de  l'homeostasie  tissu- 
laire  des  individus.  II  repose  sur  l'existence  d'un 
reseau  de  facteurs  de  croissance  proteiques  speci¬ 
fiques  (cytokines),  secretes  par  differents  types  de 
cellules,  et  agissant  localement  a  des  concentra¬ 
tions  infimes.  L'EGF  est  un  facteur  mitogene  qui 
stimule  la  division  cellulaire  en  mettant  en  jeu  de 
multiples  phosphorylations  en  serie  de  proteines 
cytoplasmiques  (voie  des  MAP  kinases). 

Le  phenomene  d'apoptose,  qui  consiste  en  une 
mort  cellulaire  genetiquement  controlee,  est  d'une 
grande  importance  chez  tous  les  Animaux  et  les 
Vegetaux,  aussi  bien  au  cours  de  leur  developpe- 
ment  que  chez  l'adulte.  Tous  les  cancers,  qui  resul- 
tent  d'une  proliferation  anarchique  des  cellules, 
sont  la  consequence  de  deregulations  du  fonction- 
nement  du  cycle  cellulaire  ;  ils  sont  en  general  dus 
a  des  mutations  touchant  des  genes  impliques 
dans  son  controle,  conduisant  soit  a  leur  hyperac- 
tivite,  soit  a  leur  inactivation. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  snr  Internet  d  Vadresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  quelques  methodes  experimentales  permettant  d'obtenir  des  populations  de  cellules  syn- 
chrones. 

2.  Comment  mesure-t-on  la  duree  des  phases  du  cycle  cellulaire  dans  le  cas  d'une  culture  de  cellules 
synchrones  ? 

3.  Meme  question  dans  le  cas  d'une  culture  de  cellules  non  synchrones. 

4.  Decrire  les  experiences  de  fusions  entre  cellules  situees  a  des  stades  differents  du  cycle,  et  montrer 
en  quoi  elles  ont  ete  fondamentales  dans  la  comprehension  du  controle  de  la  division. 

5.  Nommer  une  exception  remarquable  au  schema  classique  du  cycle  cellulaire,  rencontree  chez  les 
Animaux. 

6.  Comment  definit-on  l'inhibition  de  contact,  et  quelles  sont  les  causes  possibles  expliquant  ce  pheno- 
mene  ? 

7.  Qu'appelle-t-on  « mutants  conditionnels  du  cycle »  chez  la  levure,  et  quel  a  ete  leur  interet  fonda- 
mental  pour  la  connaissance  des  mecanismes  du  cycle  cellulaire 

8.  Presenter  le  modele  universel  de  controle  du  cycle  cellulaire  base  sur  le  couple  de  proteines  nom¬ 
inees  CDK  et  cyclines. 

9.  Qu'appelle-t-on  facteurs  de  croissance  et  quel  est  leur  mode  de  fonctionnement  chez  les  cellules  ani- 
males  ? 

10.  Enumerer  les  quatre  types  de  molecules  de  base  qui  interviennent  dans  toutes  les  voies  de  signalisa- 
tion  cellulaire. 

11.  A  quels  types  de  signaux  moleculaires  les  recepteurs  cytoplasmiques  repondent-ils,  et  comment  ces 
molecules  de  signalisation  penetrent-elles  dans  les  cellules  ? 

12.  Decrire  le  fonctionnement  des  quatre  principals  categories  de  recepteurs  membranaires  connues 
chez  les  Animaux. 

13.  Comment  les  proteines  G  heterotrimeriques  sont-elles  organisees,  et  comment  transmettent-elles  le 
signal  aux  molecules  cibles  qu'elles  controlent  ? 

14.  Qu'appelle-t-on  «messagers  secondaires»  ?  Nommer  ceux  qui  sont  impliques  dans  les  voies  de 
signalisation  mettant  en  oeuvre  les  proteines  G. 

15.  Rappeler  les  principales  etapes  de  la  voie  de  signalisation  enclenchee  par  l'EGF  et  stimulant  la  proli¬ 
feration  cellulaire ;  comment  se  nomme-t-elle  ? 

16.  Quel  est  le  role  de  la  telomerase,  et  pourquoi  cette  enzyme  est-elle  importante  dans  le  controle  du 
nombre  de  divisions  effectuees  par  les  cellules  somatiques  ? 

17.  Quels  rapports  existe-t-il  entre  le  controle  du  cycle  cellulaire  et  les  cancers  des  Animaux  ?  Nommer 
deux  categories  importantes  de  genes  impliques  dans  l'oncogenese. 

18.  Donner  la  definition  de  l'apoptose  et  citer  quelques  exemples  de  ce  phenomene  chez  les  Animaux  et 
les  Vegetaux. 
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Chapitre  14 


DE  LA  CELLULE 
A  L'ORGANISME. 

La  differentiation  cellulaire 


Comme  on  l'a  vu  dans  le  chapitre  2,  la  quasi- 
totalite  des  Procaryotes  vit  a  l'etat  unicellulaire 
alors  que  la  plupart  des  Eucaryotes  sont  des  orga- 
nismes  pluricellulaires.  La  pluricellularite  permet 
l'acquisition  d'une  taille  importante,  mais  elle 
s'accompagne  necessairement  de  l'organisation 
des  etres  vivants  en  tissus  et  organes  specialises 
destines  a  accomplir  des  fonctions  multiples,  dont 
revolution  montre  qu'elles  conduisent  a  une  inde- 
pendance  de  plus  en  plus  grande  vis-a-vis  du 
milieu.  Les  Eucaryotes  unicellulaires  (ou  Protistes) 
sont  en  general  des  etres  autonomes  chez  qui 
toutes  les  fonctions  vitales,  remplies  chez  un  orga- 
nisme  complexe  par  des  appareils  diversifies,  sont 
assurees  au  sein  d'une  cellule  unique  dont  la  com¬ 
plexity?  morphologique  et  structurale  est  souvent 
considerable.  La  taille  de  certains  de  ces  orga- 
nismes  «en  miniature »  depasse  meme  celle  des 
plus  petits  Metazoaires.  Les  cellules  des  etres  plu¬ 
ricellulaires  les  plus  complexes  presentent  au 
contraire  des  specialisations  dans  le  sens  de  la  rea¬ 
lisation  d'une  fonction  unique,  ou  d'un  nombre 
limite  de  fonctions.  Celles-ci  sont  en  general 
acquises  au  prix  de  l'hypertophie  d'un  seul  type 
de  structure  ou  d'organite,  et  done  de  la  perte 
d'une  certaine  plurifonctionnalite. 

Au  cours  de  revolution,  le  passage  de  l'etat  uni¬ 
cellulaire  a  l'etat  pluricellulaire  s'est  accompagne, 
chez  les  Eucaryotes,  de  l'acquisition  de  deux  carac- 
teristiques  fondamentales,  qui  sont  aussi  celles  que 
l'on  doit  envisager  lorsqu'on  decrit  le  developpe- 
ment  d'un  organisme  a  partir  de  la  cellule-oeuf  qui 
en  est  a  l'origine.  La  construction  de  l'individu 
necessite  a  la  fois  la  mise  en  oeuvre  d'un  pro¬ 
gramme  genetique  de  differenciation  des  cellules 
et  d'un  programme  morphogenetique  conduisant 
a  la  mise  en  place  de  tissus  et  d'organes,  dont  le 
fonctionnement  doit  etre  soigneusement  integre. 
La  realisation  de  ce  double  programme  implique 


un  accroissement  et  une  complexification  impor- 
tants  du  contenu  de  l'information  genetique  des 
etres  pluricellulaires  (voir  chapitre  4). 

La  pluricellularite  s'accompagne  aussi  de  la  rea¬ 
lisation  de  structures  appelees  matrices  extracellu- 
laires,  e'est-a-dire  un  milieu  reunissant  les  cellules, 
et  secrete  par  elles  ;  de  ce  point  de  vue,  la  strategic 
evolutive  a  ete  fondamentalement  divergente  chez 
les  Animaux  et  chez  les  Vegetaux.  Dans  le  cas  des 
Metazoaires,  la  complexification  des  organismes 
s'est  accompagnee  de  la  mise  en  place  de  relations 
de  plus  en  plus  precises  entre  les  cellules,  qui  assu- 
rent  non  seulement  leur  cohesion  au  sein  des  tis¬ 
sus,  mais  aussi  et  surtout  la  coordination  de  leurs 
fonctions  au  cours  du  developpement  ou  de  la  vie 
adulte.  L'objet  de  ce  chapitre  est  la  caracterisation 
de  l'etat  differencie,  au  niveau  cellulaire  et  mole- 
culaire,  ainsi  que  l'etude  des  differents  dispositifs 
permettant  aux  cellules  d'entrer  en  contact  direct 
ou  indirect  avec  leurs  congeneres  au  sein  de 
l'organisme.  Tout  ce  qui  releve  specifiquement  du 
developpement  embryonnaire  et  de  l'organoge- 
nese  ne  sera  pas  traite  ici,  de  meme  que  les  pro- 
blemes  relatifs  a  la  signalisation  hormonale,  qui 
seront  seulement  evoques. 

1.  NOTION  DE  DIFFERENCIATION 
CELLULAIRE 

1.1  Des  unicellulaires  aux  pluricellulaires. 

Les  societes  de  cellules  primitives 


Entre  les  Protistes  et  les  organismes  pluricellu¬ 
laires  complexes,  on  trouve  dans  la  nature  des 
etres  dont  le  degre  d'organisation  est  interme- 
diaire.  Ces  derniers,  de  construction  simple,  et 
dont  le  nombre  de  cellules  differentes  est  parfois 
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tres  limite  ne  sont  sans  doute  pas,  il  faut  le  preciser 
tout  de  suite,  de  reels  intermediaires  evolutifs.  Par 
analogie,  cependant,  ils  nous  eclairent  sur  ce  qu'ont 
pu  etre  ces  intermediaires  au  cours  des  temps  geo- 
logiques  et  sur  les  mecanismes  de  complexification 
progressive  qui  ont  ete  responsables  de  leur  evolu¬ 
tion  vers  les  pluricellulaires  modernes. 


1.1.1.  Chez  les  Animaux 


Les  Spongiaires  sont  consideres  comme  les 
plus  simples  des  Metazoaires  actuels  ;  leur  organi¬ 
sation  generate  repose  sur  l'existence  de  deux 
feuillets  de  cellules  separes  par  un  espace  amor- 
phe,  gelatineux,  dans  lequel  se  deplacent  quelques 
cellules  isolees.  Seuls  six  a  sept  types  cellulaires 
distincts  contribuent  a  former  le  corps  de  ces  orga- 
nismes  qui  sont  depourvus  d'organes  specialises 
et  d'appareils  definis.  Leur  structure  tissulaire  est 
simple  et  identique  en  tout  point  du  corps  ;  il 
n'existe  pas  de  systeme  nerveux  car  il  n'est  pas 
necessaire  de  coordonner  des  activites  qui  seraient 
differentes  d'un  endroit  a  l'autre  de  l'organisme. 


Malgre  cette  simplicity,  une  telle  organisation 
doit  pouvoir  etre  creee  et  maintenue.  Une  des 
bases  de  ce  maintien  est  mise  en  evidence  par 
1' experience  suivante  (Wilson,  1907)  :  lorsque  des 
Eponges  sont  dissociees  mecaniquement  ou  chimi- 
quement  en  cellules  separees  (par  simple  pressage 
et  passage  a  travers  un  fin  tamis,  ou  par  l'elimina- 
tion  des  ions  Ca2+  et  Mg2+  de  l'eau  de  mer)  on 
observe  que  les  cellules  isolees  se  reagregent  spon- 
tanement  et  se  reassocient  par  categories  pour  for¬ 
mer  un  nouvel  organisme  en  miniature  qui 
redonnera  une  Eponge  normale.  Ce  phenomene 
presente  une  specificity  d'espece  car  si  on  melange 
des  cellules  dissociees  issues  d'especes  differentes, 
la  reagregation  s'accompagne  d'une  segregation 
cellulaire,  de  sorte  que  les  ensembles  qui  se  refor- 
ment  ne  contiennent  que  des  cellules  d'un  seul 
type  et  on  reobtient  ainsi  les  deux  especes  initiales. 
Les  cellules  d'organismes  primitifs  ont  done,  non 
seulement  la  capacite  de  se  reconnaitre,  mais  aussi 
celle  de  s'associer  de  fa  con  stable.  Le  support  phy¬ 
sique  de  ces  processus  est  un  complexe  macromo- 
leculaire  glycoproteique  extracellulaire  de  tres 
haut  poids  moleculaire,  nomine  facteur  d'agrega- 
tion,  qui  necessite  les  ions  Ca2+  pour  etre  actif. 
Celui-ci  se  lie  d'une  part  aux  cellules  grace  a  un 
recepteur  de  la  surface  cellulaire  et,  d'autre  part,  il 
forme  avec  lui-meme  des  agregats  permettant 
d'accrocher  les  cellules  les  unes  aux  autres. 


Les  Cnidaires  sont,  comme  les  Eponges,  des 
organismes  diploblastiques,  mais  leur  degre  de 
complexity  est  sensiblement  plus  eleve.  Leurs 
deux  feuillets  contiennent  une  plus  grande  diver- 
site  de  cellules  (une  dizaine)  ;  leur  forme  est  bien 
definie  et  presente  une  symetrie  axiale.  Des  com¬ 
partments  proteges  s'individualisent  grace  a  des 
jonctions  intercellulaires  (voir  plus  loin)  qui  per- 
mettent  un  controle  des  concentrations  locales  en 
ions.  Des  organes  apparaissent  (tentacules,  cavite 
digestive),  un  systeme  nerveux  et  sensoriel  rudi- 
mentaires  sont  mis  en  place  et  des  cellules  myo- 
epitheliales  assurent  la  contraction  ;  une  capacite 
de  reponse  et  une  certaine  motilite  existent.  Chez 
ces  organismes  simples,  il  existe  toutefois  une  spe¬ 
cialisation  cellulaire  nette,  une  cooperation  et  une 
communication  entre  cellules  et  enfin  une  coordi¬ 
nation  des  activites  vitales.  Toutes  les  caracteris- 
tiques  que  l'on  retrouve  actuellement  chez  les 
Animaux  les  plus  complexes  sont  deja  en  place. 

1.1.2.  Chez  les  Algues  et  les  Vegetaux 

Dans  le  monde  vegetal,  on  connait  aussi  des 
organismes  pluricellulaires  simples  dont  le  mode 
d'organisation  permet  d'imaginer  ce  qu'ont  pu 
etre  d'eventuels  intermediaires  evolutifs  assurant 
une  transition  entre  l'etat  unicellulaire  et  l'etat  plu- 
ricellulaire.  Certains  representants  actuels  de  ces 
groupes  appartiennent  manifestement  a  des  voies 
qui  ont  avorte,  mais  leur  existence  demontre  qu'ils 
ont  resolu  avec  succes  au  moins  quelques  uns  des 
problemes  poses  par  le  changement  d'etat  en  ques¬ 
tion.  De  nombreux  exemples  de  colonies  existent 
chez  les  Algues  ;  elles  resultent  de  la  non-separa¬ 
tion  des  cellules  apres  division  d'une  seule  cellule- 
mere.  Il  s'en  suit  la  production  d'ensembles  plus 
ou  moins  complexes,  selon  les  especes,  de  2,  4,  8, 
16  ou  32  cellules  ay  ant  la  meme  forme  et  les  memes 
potentialites.  Il  n'y  a  pas,  dans  ce  cas,  de  speciali¬ 
sation  particuliere  et  de  repartition  des  taches 
entre  les  cellules  au  sein  de  l'edifice  ;  nous  sommes 
encore  tres  proches  de  ce  qui  est  observe  chez  les 
Bacteries  coloniales. 

Il  existe  en  revanche,  chez  les  Algues  vertes,  un 
exemple  remarquable  de  differenciation  au  sein 
d'edifices  multicellulaires  mobiles  nommes 
cenobes.  Une  serie  d'organismes  coloniaux  de 
taille  et  de  complexity  structurale  croissantes  est 
representee  chez  les  Volvocales  qui  rappelle,  par 
certains  aspects,  un  scenario  evolutif  decrit  dans  le 
regne  animal. 
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La  serie  ordonnee  des  genres  :  Gonium, 
Pandorina,  Eudorina,  Pleodorina  et  Volvox  montre 
comment  on  peut  passer  d'une  organisation  uni- 
cellulaire  (semblable  a  une  cellule  de 
Chlamydomonas )  a  un  edifice  tres  structure  mani- 
festant  une  differenciation  cellulaire  simple  mais 
claire  (voir  figure  14.1). 

•  Chez  les  Gonium  (4  a  32  cellules),  les  cellules 
sont  identiques,  biflagellees  et  disposees  en  un  plan, 
leurs  flagelles  etant  tous  tournes  du  meme  cote. 

•  Chez  les  Pandorina  (4  a  32  cellules),  les  cellules, 
toutes  identiques,  sont  disposees  en  une  sphere 
serree,  les  flagelles  etant  tournes  vers  l'exterieur. 

•  Chez  les  Eudorina  et  Pleodorina  (16  a  128  cel¬ 
lules),  les  cellules  sont  disposees  autour  d'une 
sphere  creuse  remplie  d'une  substance  mucilagi- 
neuse.  On  observe  une  differenciation  en  cellules 
qui  se  reproduisent,  et  en  cellules  plus  petites  qui 
ne  se  reproduisent  pas.  La  proportion  de  ces  der- 
nieres  augmente  a  mesure  que  les  genres  concer- 
nes  presentent  un  nombre  de  cellules  plus  eleve. 
Toutes  les  cellules  communiquent  entre  elles  au 
moyen  de  connexions  cytoplasmiques  equiva- 
lentes  a  des  plasmodesmes  (voir  plus  loin). 

•  Chez  les  Volvox  (500  a  60  000  cellules),  le 
meme  type  d'organisation  existe  mais  les  tailles 
sont  ici  considerables  (atteignant  le  millimetre)  et 
l'edifice  est  perce  d'un  pore,  installant  une  polarite 
au  sein  de  celui-ci.  Seules  quelques  cellules  sont 
reservees  a  la  reproduction  et  l'on  distingue  un 


mode  de  reproduction  vegetatif  (par  production 
directe  de  cenobes-fils)  ou  sexue,  faisant  intervenir 
des  cellules  gametiques  males  et  femelles.  Dans  les 
deux  cas,  un  phenomene  remarquable  a  lieu,  qui 
consiste  en  l'inversion  des  cenobes  juveniles. 
Ceux-ci  sont  en  effet  produits  de  sorte  que  les  fla¬ 
gelles  de  leurs  cellules  sont  tournes  vers  l'interieur 
de  la  cavite  ;  apres  une  courte  periode  de  multipli¬ 
cation  cellulaire  (accompagnee  d'une  diminution 
de  la  taille  des  cellules  qui  restent  confinees  dans 
la  paroi  de  la  cellule-mere),  le  cenobe  deja  muni 
d'un  pore  se  retourne  en  doigt  de  gant,  exposant 
ainsi  les  flagelles  a  l'exterieur.  A  partir  de  ce 
moment,  le  cenobe  devient  mobile  et  il  est  libere 
apres  la  dissolution  des  enveloppes  qui  l'entourent 
dans  la  colonie  mere.  II  faut  signaler  qu'un  retour- 
nement  de  feuillet  tres  semblable  est  observe  au 
cours  du  developpement  des  Eponges,  mais  il 
s'agit  probablement  d'une  convergence. 

Cette  voie  evolutive  n'est  pourtant  pas  celle  qui 
est  a  l'origine  des  Vegetaux  actuels  les  plus  evo- 
lues  ;  c'est  une  autre  strategic,  basee  sur  la  realisa¬ 
tion  par  les  cellules  de  structures  filamenteuses  et 
feuilletees  analogues  a  celles  rencontrees  chez  les 
Algues  modernes,  qui  a  reussi  sa  «percee».  L'ana- 
lyse  comparee  de  ces  divers  exemples  permet  done 
de  degager  leurs  points  communs  et  de  definir  les 
conditions  minimales  exigees  pour  la  construction 
d'un  organisme  pluricellulaire  animal : 

-  proliferation  cellulaire  (avec  parfois  synchro- 
nisme  des  divisions) ; 


Figure  14.1 

Serie  des  Volvocales  montrant 
le  passage  d'une  organisation 
coloniale  simple  a  un  edifice 
pluricellulaire  de  grande  taille 

Les  Volvox  representent  la 
forme  la  plus  elaboree  d'une 
strategie  evolutive  ayant 
conduit  a  differencier  plu- 
sieurs  types  cellulaires  au 
sein  d'un  ensemble  haute- 
ment  structure  qui  est  un 
veritable  organisme.  On  y 
trouve  les  principaux  ele¬ 
ments  qui  caracterisent  les 
etres  pluricellulaires  com¬ 
plexes  :  1)  specialisation 
structurale  et  fonctionnelle  de 
diverses  cellules  ;  2)  mise  en 
place  d'organes  et  coordina¬ 
tion  des  fonctions  grace  a  des 
echanges  entre  cellules  ; 
3)  individualisation  d'une 
lignee  germinale. 


418  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


-  differentiation  cellulaire  (souvent  a  la  suite  de 
divisions  inegales  ;  voir  chapitre  12) ; 

-  realisation  de  feuillets  et  repliement  eventuel ; 

-  communication  et  echanges  entre  cellules  ; 

-  reconnaissance  entre  cellules  et  mise  en  place 
d'organes ; 

-  mouvements  et  deplacements  de  cellules  ; 

-  mise  en  place  d'une  matrice  extracellulaire  inter- 
venant  comme  lieu  d'accrochage,  de  confine¬ 
ment  ou  de  determination  d'un  devenir  cellulaire. 


1.2  L'etat  differencie ;  quelques  exemples 

Dans  les  chapitres  precedents,  nous  avons  etu- 
die  les  fonctions  generates  des  cellules,  leurs  carac- 
teristiques  fondamentales  et  communes.  Bien 
qu'ayant  choisi  des  exemples  aussi  diversifies  que 
possible  dans  le  monde  animal  ou  vegetal,  nous 
n'avons  pas  envisage  les  choses  sous  l'angle  speci- 
fique  d'une  specialisation  cellulaire  permettant 
d'assurer  une  fonction  precise  au  sein  d'un  tissu 
ou  d'un  organe.  La  differentiation  peut  se  definir  a 
divers  niveaux,  depuis  l'echelle  morphologique  et 
structural  jusqu'a  l'echelle  moleculaire. 


1.2.1.  Differenciation  morphologique 

ET  STRUCTURALE 

La  notion  de  differenciation  cellulaire  decoule 
du  simple  examen  anatomique  des  organismes 
pluricellulaires  ;  meme  chez  les  plus  simples 
d'entre  eux,  on  distingue  cytologiquement  diffe- 
rents  types  de  cellules.  II  n'y  a  pas  d'interme- 
diaires,  en  general,  entre  ces  types  cellulaires,  qui 
sont  nettement  marques  ;  l'etat  differencie  est  done 
une  situation  clairement  discontinue.  Chez  un  etre 
humain  adulte,  par  exemple,  une  etude  cytolo- 
gique  complete  montre  que  l'on  peut  recenser  plus 
de  200  types  de  cellules,  et  l'on  en  compte  environ 
20  chez  les  Vegetaux  superieurs.  Si  l'on  prenait  en 
compte  des  proprietes  susceptibles  d'etre  mises  en 
evidence  par  des  tests  biochimiques  ou  pharmaco- 
logiques,  un  nombre  encore  plus  important  serait 
obtenu.  II  est  en  effet  aise  de  faire  la  difference  entre 
des  cellules  nerveuses,  musculaires  ou  secretrices, 
mais  il  est  infiniment  plus  delicat  de  differencier 
certains  types  de  cellules  nerveuses  ou  certains 
types  de  cellules  sanguines  entre  elles.  De  meme,  il 
est  sur  que  des  cellules  peu  specialises  et  pluripo- 
tentes  comme  des  fibroblastes,  comptent  diverses 
categories  genetiquement  differenciees,  car  sus¬ 
ceptibles  d'induire  des  reponses  differentes  de  la 
part  d'autres  cellules. 


1.2.2.  Differenciation  biochimique 

ET  PHYSIOLOGIQUE 

Au  plan  structural,  la  differenciation  consiste  la 
plupart  du  temps  en  l'exacerbation  du  developpe- 
ment  d'un  type  particulier  d'organite  ;  ceci  se  tra- 
duit  evidemment  par  la  presence  en  abondance  de 
molecules  specifiques.  Les  techniques  de  la  biochi- 
mie  montrent  que  les  differents  types  cellulaires 
d'un  organisme  donne  ne  contiennent  pas  les 
memes  especes  moleculaires,  les  memes  enzymes, 
et  ne  remplissent  pas  les  memes  fonctions  metabo- 
liques.  Chez  les  Vertebres  superieurs,  par  exemple, 
seuls  les  hepatocytes,  les  cellules  musculaires  et 
renales,  contiennent  en  quantite  importante  du 
glycogene  ;  seuls  les  adipocytes  accumulent  des 
triglycerides  ;  seules  les  cellules  nerveuses  contien¬ 
nent  en  abondance  des  galactocerebrosides  ou  des 
gangliosides.  En  ce  qui  concerne  la  synthese  prefe- 
rentielle  de  proteines,  on  rappelle  les  exemples 
classiques  de  l'hemoglobine  chez  les  hematies,  de 
l'albumine  chez  les  hepatocytes,  de  la  keratine 
chez  les  cellules  epidermiques.  Quant  aux  voies 
metaboliques,  elles  refletent  directement  des  spe¬ 
cialisations  fonctionnelles  ;  le  cycle  de  l'uree,  par 
exemple,  ne  se  rencontre  que  dans  le  foie  des 
Mammiferes,  et  la  neoglucogenese  est  egalement 
specifique  de  cet  organe.  Chez  les  Vegetaux,  la 
photosynthese  n'a  lieu  que  dans  les  cellules  chlo- 
rophylliennes  et  l'accumulation  durable  de  l'ami- 
don  au  sein  des  amyloplastes,  dans  certains 
organes  de  reserve  (voir  chapitres  7  et  10). 

Une  approche  directe  permettant  de  visualiser 
la  diversite  des  proteines  dans  des  types  cellulaires 
distincts  consiste  a  les  separer  par  electrophorese. 
On  considere  que  toute  cellule  eucaryotique  ren- 
ferme  de  5  000  a  20  000  chaines  polypeptidiques 
differentes  ;  afin  de  les  separer  efficacement,  l'elec- 
trophorese  bidimensionnelle  doit  etre  mise  en 
oeuvre.  Les  gels  les  plus  resolutifs  montrent  1  000  a 
1  500  taches,  correspondant  aux  proteines  les  plus 
abondantes.  La  comparaison  des  profils  obtenus  a 
partir  de  cellules  differentes  est  en  general  assez 
decevante  :  en  dehors  de  quelques  proteines  majo- 
ritaires  caracteristiques  (marqueurs  de  differen¬ 
tiation),  la  plupart  des  proteines  sont  communes  a 
toutes  les  cellules  (proteines  ubiquistes).  Cette 
observation  n'est,  somme  toute,  pas  tres  etonnante 
car  beaucoup  d'enzymes  et  de  proteines  structu- 
rales  interviennent  dans  des  metabolismes  ou  des 
structures  universellement  repandus  :  metabo- 
lisme  energetique  et  intermediate,  machinerie  de 
synthese  des  macromolecules,  reseaux  cytosque- 
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lettiques  ou  systemes  membranaires  internes. 
L'analyse  moleculaire  suggere  que  chaque  type 
cellulaire  possede  au  plus  quelques  centaines  de 
proteines  lui  conferant  son  identite  propre. 

Un  exemple  de  differenciation  subtile  est  four- 
nie  par  l'existence  des  variations  dites  isoenzyma- 
tiques  au  sein  des  tissus.  La  combinaison  des 
approches  electrophoretique  et  enzymatique  per- 
met  de  mettre  en  evidence,  pour  une  activite  enzy¬ 
matique  donnee,  une  grande  diversite  de  formes 
moleculaires  specifiques  des  tissus,  chez  l'individu 
adulte,  et  specifiques  d'un  stade  de  developpe- 
ment,  pour  un  tissu  donne.  L'etude  classique,  deja 
ancienne,  de  la  lactico-deshydrogenase  chez  la 
souris,  est  presentee  dans  l'encart  suivant. 

Des  resultats  semblables  ont  ete  obtenus  pour 
de  nombreuses  proteines,  enzymatiques  ou  pas  ; 
c'est  le  cas  bien  connu  des  diverses  categories 
d'hemoglobines  chez  l'Homme  ou  des  cristallines 
(proteines  du  cristallin)  chez  un  Amphibien.  Ces 
exemples  demontrent  que  la  differenciation  bio- 
chimique  n'est  pas  seulement  une  question  d'acti- 
vation  ou  d'extinction  de  panoplies  de  genes 
donnes,  mais  qu'elle  est  aussi  l'effet  de  regulations 
quantitatives  fines  de  leur  expression. 

1.2.3.  Differenciation  moleculaire 

La  diversite  qualitative  et  quantitative  des  col¬ 
lections  de  proteines  dans  les  cellules  differenciees 
trouve  en  grande  partie  son  origine  dans  celle  des 
ARNm  produits  dans  leur  noyau.  Sauf  cas  excep- 
tionnels,  la  separation  des  ARNm  par  electropho- 


rese  ne  permet  pas  de  visualiser  cette  diversite,  en 
raison  de  leur  faible  abondance  individuelle  et  de 
leur  nombre  tres  eleve  (voir  figure  8.16).  Les  cas 
particuliers  concernent  quelques  types  cellulaires 
specialises  fabriquant  une  proteine  majoritaire  ;  on 
rappelle  les  exemples  classiques  des  cellules  pre- 
curseurs  des  globules  rouges,  qui  synthetisent 
l'hemoglobine,  ou  les  cellules  de  l'oviducte  de 
poule,  qui  synthetisent  l'ovalbumine.  Dans  ces 
types  de  cellules,  une  seule  categorie  d'ARNm 
represente  pres  de  50  %  des  ARNm  totaux,  et  il 
devient  alors  possible  de  la  purifier  aisement  sur 
un  gradient  de  saccharose. 

La  methode  generate  mise  au  point  pour  mesu- 
rer  la  quantite  d'un  ARN  specifique  implique  que 
l'on  ait  isole  l'ADN  du  gene  correspondant,  dont 
on  peut  etudier  ainsi  l'expression.  Les  techniques 
de  la  biologie  moleculaire  permettent  de  preparer 
des  ADN  a  partir  des  diverses  sequences  d'ARNm 
produits  par  les  cellules,  puis  de  les  cloner  dans 
des  plasmides  (voir  chapitre  15).  Ces  ADN  clones 
individuels,  dont  la  signification  genetique  n'est 
pas  necessairement  connue  au  depart,  servent  de 
sonde  (voir  chapitre  3)  et  sont  testes  par  hybrida¬ 
tion  vis-a-vis  d'ARNm  totaux  obtenus  a  partir  de 
differents  types  cellulaires,  selon  le  protocole  sui¬ 
vant.  Si  l'on  marque  in  vivo  tout  l'ARN  cellulaire, 
dans  un  tissu  particulier  que  l'on  a  incube  en  pre¬ 
sence  d'uridine  radioactive,  par  exemple,  et  si  l'on 
realise  l'hybridation  de  cet  ARN  total  avec  un 
exces  de  l'ADN  utilise  comme  sonde  (prealable- 
ment  denature),  on  obtient  des  molecules  hybrides 
dont  la  quantite  reflete  directement  celle  de  l'ARN 
etudie.  La  separation  de  ces  hybrides  de  toutes  les 


COMMENTAIRE 

Variability  tissulaire  de  la  lactico-deshydrogenase  chez  la  souris 


Cette  enzyme  oligomerique  est  constitute  de 
quatre  sous-unites  individuellement  inactives  du 
point  de  vue  enzymatique,  organisees  en  un 
complexe  actif  d'une  masse  moleculaire  de 
140  kDa.  Les  sous-unites  sont  les  produits  de 
deux  genes  distincts  legerement  differents  (A  et 
B),  qui  existent  dans  le  genome  de  la  souris.  Les 
deux  types  de  chaines  polypeptidiques  obtenues 
peuvent  s'associer  aleatoirement  au  sein  du  hya- 
loplasme  pour  former  le  tetramere,  en  fonction 
de  leurs  quantites  relatives.  Si  un  seul  gene  est 
actif  (A  ou  B),  on  obtiendra  un  type  unique  de 
tetramere  ;  comme  on  sait  distinguer  les  deux 
sortes  de  tetrameres  (4xA  ou  4xB)  par  electropho- 


rese  (dans  des  conditions  non  denaturantes),  on 
peut  savoir  quel  gene  s'exprime  dans  un  tissu 
donne.  Si  les  deux  genes  sont  actives  au  sein  de 
la  meme  cellule,  on  obtient  des  combinaisons  des 
sous-unites  A  et  B  dont  l'abondance  relative  tra- 
duit  l'abondance  des  deux  sortes  de  chaines, 
c'est-a-dire,  en  fait,  l'activite  des  deux  genes  ;  il 
existe  cinq  combinaisons  :  A4,  B4,  A3B,  A^B,,  AB3 
que  l'on  repere  tres  bien  sur  les  gels.  La 
figure  14.2  montre  l'extreme  diversite  des  profils 
obtenus  dans  differents  tissus  adultes  de  souris  et 
elle  montre  aussi  que  ces  profils  se  modifient 
considerablement  au  cours  du  developpement 
embryonnaire. 
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(a)  cceur  I  diaphragme  I  cerveau  I 

langue  estomac  uterus 


Diversite  des  profils  preserves 
par  la  lactico-deshydrogenase  chez  la  souris 

(a)  Isozymes  observes  dans  differents  tissus  de  l'adulte. 

(b)  Isozymes  observes  au  cours  du  developpement 
embryonnaire  et  post-natal  dans  le  rein. 


autres  molecules  restees  simple-brin  est  possible, 
et  l'on  peut  ainsi  mesurer  leur  radioactivite. 


1.3.  Acquisition  de  I'etat  differencie. 
De  I'oeuf  a  I'organisme 


La  diversification  des  types  cellulaires  au  cours 
du  developpement  embryonnaire  est  evidemment 
progressive  ;  l'acquisition  de  I'etat  differencie  se 
realise  dans  des  cellules  qui,  sauf  exception,  ont 
toutes  la  meme  information  genetique,  puisqu'elles 
derivent  les  unes  des  autres  par  mitose.  La  ques¬ 
tion  est  done  de  savoir  comment,  au  cours  du 
developpement,  des  cellules  peuvent  utiliser  un 
meme  stock  de  genes  pour  parvenir  a  un  resultat 
visiblement  different.  Ce  type  de  problematique 
depasse  largement  le  cadre  d'un  ouvrage  de  biolo- 
gie  cellulaire  et  releve  plutot  d'un  cours  de  biolo- 
gie  du  developpement.  On  se  contentera  ici  de 
signaler  deux  types  de  processus  fondamentaux 
evoques  par  les  embryologistes  pour  rendre 
compte  de  la  construction  d'un  organisme  pluri- 
cellulaire  complexe  a  partir  d'une  cellule  unique. 


Le  premier  repose  sur  une  heterogeneite  cyto- 
plasmique  initiale  de  I'oeuf.  Au  cours  de  la  segme¬ 
ntation,  les  differents  blastomeres  heritent  de 
constituants  biochimiques  specifiques,  en  fonction 
de  leur  origine  ;  ces  derniers  influencent  directe- 
ment  l'expression  des  genes  et  done  le  devenir  des 
cellules  qui  en  descendent.  Les  mecanismes  ele- 
mentaires  de  regulation  de  l'expression  des  genes, 
qui  sont  a  la  base  de  ces  phenomenes,  ont  ete  pre¬ 
sentes  dans  les  chapitres  4  et  8.  Ce  type  de  deter- 
minisme  est  facile  a  comprendre,  et  il  a  ete 
demontre  experimentalement  dans  le  cas  des  oeufs 
de  grande  taille  et  de  structure  complexe  et  polari- 
see  tels  ceux  des  Amphibiens  ou  des  Insectes.  Le 
second  mecanisme  est  base  sur  l'existence  d'inter- 
actions  entre  cellules  proches  au  sein  de  l'embryon. 
Certaines  cellules,  sous  l'action  de  facteurs  au 
depart  parfois  difficilement  identifiables,  emettent 
des  signaux  chimiques  qui  sont  percus  par  des  cel¬ 
lules  voisines,  le  plus  souvent  grace  a  des  recep- 
teurs  de  surface  (voir  la  notion  de  transduction  du 
signal,  dans  le  chapitre  13).  Ceci  se  traduit  par 
l'engagement  des  cellules  sensibles  dans  une  voie 
de  differenciation  particuliere,  a  la  suite  de  la  sti¬ 
mulation  de  l'expression  d'une  panoplie  speci- 
fique  de  leurs  genes.  Ce  mecanisme,  appele 
induction  embryonnaire,  agit  souvent  en  cascades 
et  est  a  l'origine  de  reseaux  d'interactions  cellu¬ 
laires  complexes. 

Ces  deux  types  de  processus,  qui  ne  sont  pas 
exclusifs,  impliquent  une  plus  ou  moins  grande 
autonomie  de  developpement  des  cellules 
embryonnaires.  Ils  peuvent  etre  identifies,  et  leur 
importance  relative  evaluee,  de  meme  que  la 
rigueur  de  l'engagement  qu'ils  imposent  a  la  cel¬ 
lule,  par  les  methodes  de  l'embryologie  experi- 
mentale  :  isolement  et  culture  de  cellules 
embryonnaires,  destruction  de  territoires  de  I'oeuf, 
ablations  ou  greffes  de  fragments  d'embryons  plus 
ou  moins  ages...  Dans  tous  les  cas,  on  constate  que 
les  cellules  qui  ont  une  evolution  identique 
contractent  precocement  des  liens  physiques 
etroits  (jonctions  d'ancrage  et  jonctions  communi- 
cantes  ;  voir  plus  loin)  intervenant  dans  la  coordi¬ 
nation  de  leur  devenir  et  de  leurs  fonctions. 

Une  conclusion  qui  decoule  de  toutes  ces  ana¬ 
lyses  est  la  notion  de  determination  cellulaire.  On 
dit  qu'une  cellule  est  determinee  quand  elle  est 
engagee  de  fagon  definitive  dans  un  programme 
de  differenciation  donne,  bien  qu'elle  ne  manifeste 
pas  encore  les  caracteristiques  visibles  de  celle-ci, 
seulement  acquises  pendant  la  phase  finale  dite  de 
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differentiation  terminale.  Au  plan  genetique,  ceci 
traduit  une  restriction  des  potentialites  d'expres- 
sion  de  son  materiel  hereditaire  ;  on  peut  ainsi 
demontrer  qu'au  sein  d'un  embryon,  des  cellules 
ayant  le  meme  aspect,  apparement  identiques, 
sont  deja  orientees  dans  des  voies  differentes.  Un 
exemple  classique  est  constitue  par  les  disques 
imaginaux  trouves  dans  les  larves  de  certains 
Insectes.  Chez  les  Animaux  adultes,  il  existe  aussi 
des  cellules  qui  sont  typiquement  non  differen- 
ciees  mais  determinees  ;  il  s'agit  des  cellules- 
souches  qui  conservent  une  aptitude  a  se  diviser 
et  sont  a  l'origine  de  cellules  s'engageant  dans  une 
specialisation  morphologique  et  fonctionnelle 
marquees  (voir  plus  loin  et  chapitre  13). 

1.4  Caracteristiques  de  I'etat  differencie 
et  de  I'etat  determine 


1.4.1.  TRANSMISSIBILITE  DU  CARACTERE  DIFFERENCIE 
A  TRAVERS  LA  DIVISION  CELLULAIRE 

On  connait,  aussi  bien  chez  les  Animaux  que 
chez  les  Vegetaux,  des  types  cellulaires  differen¬ 
ces  qui  conservent  la  possibility  de  se  diviser.  Ces 
cellules  manifestent  suffisamment  de  plasticite,  au 
plan  structural,  pour  pouvoir  assurer  la  mitose  et 
produire  des  cellules  semblables  :  on  peut  citer  les 
cellules  hepatiques,  les  cellules  pancreatiques  ou 
les  cellules  endotheliales.  Si  on  cultive  in  vitro  des 
cellules  pigmentaires  de  retine  embryonnaire  de 
poulet,  caracterisees  par  leur  aptitude  a  fabriquer 
de  la  melanine,  elles  proliferent  sans  probleme  ; 
elles  peuvent  etre  repiquees  pendant  de  nom- 
breuses  generations  tout  en  conservant  leur  phe¬ 
notype  difference.  De  meme,  de  nombreuses 
lignees  de  cellules  cancereuses  sont  caracterisees  a 
la  fois  par  une  proliferation  indefinie  in  vitro  et 
l'expression  de  traits  de  differentiation  typiques 
des  tissus  sains  dont  elles  derivent : 

-  des  cellules  d'hepatome  (cancer  du  foie)  conti- 
nuent  a  exprimer  de  fa  con  stable  un  large  spectre 
de  fonctions  hepatiques  :  fabrication  d'albumine, 
synthese  d'enzymes  specifiques,  telles  que 
l'alcool  deshy drogenase... ; 

-  des  cellules  de  myelome,  derivant  de  plasmo- 
cytes  secreteurs  d'anticorps,  produisent  un  seul 
type  de  ces  molecules ; 

-  des  cellules  de  melanome,  derivant  de  cellules 
pigmentaires  de  la  peau,  continuent  a  fabriquer 
de  la  melanine,  ce  qui  permet  de  les  identifier. 


Il  existe  des  cas  ou  la  differentiation  s'accom- 
pagne  d'une  impossibility  absolue  de  se  multiplier 
en  raison  de  la  perte  du  noyau  ;  on  peut  rappeler 
les  exemples  des  hematies  de  Mammiferes, 
condamnees  a  mourir  phagocytees  apres  une  vie 
de  100  a  120  jours,  ou  des  cellules  du  cristallin  qui 
persistent  durant  toute  la  vie  de  l'individu.  Chez 
les  Vegetaux,  les  cellules  des  tubes  cribles  survi- 
vent  longtemps  sans  noyau,  tout  en  accomplissant 
leur  fonction  de  transport  de  la  seve  elaboree, 
alors  que  les  cellules  du  bois  doivent  mourir,  dans 
le  cadre  de  leur  programme  de  differentiation.  Il 
faut  enfin  remarquer  que  I'etat  determine  est  tout 
autant  perpetue  a  travers  la  division  que  I'etat  dif¬ 
ference,  comme  l'attestent  les  exemples  cites  plus 
haut  des  disques  imaginaux  des  Insectes  ou  des 
cellules  souches  des  Vertebres  (voir  chapitre  13). 

1.4.2.  Irreversibilite  de  la  differenciation 

CHEZ  LA  PLUPART  DES  CELLULES  DES  ANIMAUX 

SUPERIEURS 

L'acquisition  de  structures  cellulaires  tres  spe- 
cialisees  s'accompagne  en  general  d'une  impossi¬ 
bility  de  division  et  de  retour  vers  un  etat  moins 
differencie.  C'est  le  cas  des  cellules  musculaires 
striees,  des  cellules  superficielles  de  l'epiderme,  de 
la  plupart  des  cellules  nerveuses  qui  sont,  soit 
encombrees,  au  sein  de  leur  hyaloplasme,  par  des 
structures  moleculaires  impossibles  a  resorber 
(myofibrilles  d'actine  et  de  myosine,  fibres  de 
keratine),  soit  ont  acquis  une  morphologie  et  une 
organisation  generates  difficilement  compatibles 
avec  une  dedifferenciation.  C'est  aussi  le  cas  de 
certaines  cellules  secretrices,  qui  meurent  au  cours 
du  processus  de  relargage  de  leur  contenu  dans  le 
milieu.  Ce  caractere  irreversible  est  parfois  lie, 
comme  on  l'a  signale  plus  haut,  a  la  perte  du  noyau. 

Quelques  exceptions  a  cette  regie  existent  :  il 
s'agit  des  cas  de  transdetermination  et  de  transdif- 
ferenciation.  Le  premier  phenomene  a  ete  demon- 
tre  experimentalement  chez  la  drosophile,  au 
moyen  de  greffes  successives  de  disques  imaginaux 
dans  des  larves.  Ces  tissus  a  caractere  embryon¬ 
naire,  dont  la  determination  est  connue,  peuvent 
ainsi  etre  repiques  in  vivo  un  tres  grand  nombre  de 
fois  et  multiplies  sans  changer  de  programme 
genetique  ;  cependant  il  arrive  parfois  que  cette 
determination  change  et  que  de  telles  cellules  de 
disque  imaginal  donnent  naissance  chez  l'adulte  a 
un  tout  autre  organe  que  celui  auquel  on  se  serait 
attendu  normalement.  La  transdifferenciation  est 
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un  phenomene  exceptionnel  mis  en  evidence  chez 
certains  Amphibiens  ;  il  est  defini  par  un  change- 
ment  de  specialisation  cellulaire  apres  un  bref  pas¬ 
sage  par  une  dedifferenciation.  II  a  ete  montre 
chez  le  Triton,  dans  une  situation  de  regeneration 
de  1'oeil  apres  ablation,  que  des  cellules  de  retine 
neurale  ou  de  cristallin  peuvent  etre  formees  a 
partir  de  cellules  pigmentaires  dedifferenciees. 

On  doit  aussi  citer  un  phenomene  interessant, 
qui  sera  rappele  plus  loin,  concernant  les  chondro- 
blastes  ou  les  osteoblastes  ;  lorsque  ces  cellules 
sont  isolees  de  leur  milieu  d'origine,  elles  perdent 
rapidement  in  vitro  leur  organisation  et  leurs  struc¬ 
tures  caracteristiques,  cessent  leurs  secretions  spe- 
cifiques,  reprennent  un  phenotype  fibroblastique 
peu  differencie  et  se  remettent  a  se  diviser. 


1.4.3.  Reversibilite  de  la  differenciation 

ET  TOTIPOTENCE  CHEZ  LES  VEGETAUX 

et  certains  Animaux  inferieurs 


Dans  diverses  conditions,  naturelles  ou  artifi- 
cielles,  des  cellules  differenciees  d'un  vegetal 
adulte  peuvent  se  differencier  en  un  autre  type  cel¬ 
lulaire.  Des  cellules  parenchymateuses  du  cortex 
peuvent  etre  amenees,  a  la  suite  de  blessures 
endommageant  les  faisceaux  conducteurs,  a  se 
diviser  puis  a  se  redifferencier  pour  regenerer  des 
elements  de  xyleme  et  de  phloeme,  afin  de  restau- 
rer  la  continuity  de  la  vascularisation.  Des  tissus 
varies  de  nombreuses  plantes  sont  capables,  apres 
mise  en  culture,  de  perdre  leur  specialisation  fonc- 
tionnelle  initiale  et  leurs  caracteres  morpholo- 
giques,  et  de  conduire  a  la  production  de  cals 
formes  de  cellules  indifferenciees  (voir  figure  3.14). 
A  partir  de  ces  derniers,  il  est  possible  de  regene¬ 
rer  une  plante  entiere  par  organogenese  in  vitro 
(voir  figure  14.3).  De  fa  con  un  peu  differente,  on  a 
montre  chez  plusieurs  plantes  (carotte,  petunia, 
tabac,  pomme  de  terre,  etc.)  qu'une  seule  cellule 
somatique  provenant  d'un  cal  ou  d'une  culture  de 
cellules,  un  protoplaste  issu  d'une  cellule  differen- 
ciee,  un  grain  de  pollen,  pouvaient  donner  nais- 
sance  directement  a  un  embryon  dont  revolution, 
semblable  a  celle  d'un  embryon  issu  de  feconda- 
tion,  conduisait  a  une  plante  entiere  ;  c'est  l'em- 
bryogenese  somatique. 


Toutes  ces  observations  prouvent  que  les  cel¬ 
lules  des  plantes  superieures  conservent  une  toti- 
potentialite  qui,  en  dehors  de  la  lignee  germinale, 
n'a  pas  d'equivalent  dans  le  regne  animal,  a 
l'exception  des  groupes  les  plus  inferieurs,  dont 


l'organisation  reste  simple.  L'hydre  d'eau  douce, 
par  exemple,  a  en  effet  conserve  la  possibility  de 
regenerer  un  organisme  complet  a  partir  de 
presque  tous  les  types  cellulaires  dont  elle  est 
constituee  (apres  dedifferenciation).  Chez  les 
Planaires,  il  existe  des  cellules  somatiques  totipo- 
tentes  :  les  neoblastes,  qui  interviennent  dans  des 
processus  de  regeneration  de  grande  ampleur, 
survenant  apres  amputation  de  telle  ou  telle  partie 
du  corps.  De  nombreux  Invertebres,  y  compris  des 
Arthropodes,  et  certains  Vertebras  inferieurs,  gar- 
dent  une  capacity  limitee  de  regeneration  des 
membres  :  pattes  chez  la  blatte,  membres  chez  les 
Urodeles,  queue  du  lezard,  etc. 

Il  ressort  clairement  de  tout  ceci  que  la  differen¬ 
tiation  n'a  pas  atteint  le  meme  degre  de  complexi- 
fication  dans  le  regne  animal  et  dans  le  regne 
vegetal,  et  que  correlativement,  la  perte  de  la  plu- 
ripotentialite  ou  de  la  totipotentialite  sont  le  prix  a 
payer  pour  cette  complexification.  De  plus, 
l'observation  de  cette  differenciation  chez  les 
Animaux  conduit  a  faire  une  remarque 
importante  :  la  specialisation  cellulaire  s'accom- 
pagne  la  plupart  du  temps  de  la  perte  de  diverses 
fonctions  que  Ton  attribue  generalement  a  toute 
cellule,  telles  que  la  capacity  de  se  nourrir  de  fa  con 
autonome,  celle  de  se  reproduire  ou  de  se  depla- 
cer.  Les  cellules  appartenant  a  un  organisme  com- 
plexe  ne  repondent  done  plus  a  la  definition 
classique  :  cellule  =  plus  petite  unite  de  vie  inde- 
pendante.  Elles  sont  au  contraire  devenues  totale- 
ment  dependantes  du  reste  de  l'organisme  qui 
constitue  un  milieu  protege,  aux  caracteristiques 
physicochimiques  constantes.  L'etat  differencie 
constitue  sans  doute  un  avantage  a  Techelle  de 
l'organisme,  mais  il  conduit  inevitablement  a  une 
fragilisation  de  la  cellule  en  tant  qu'entite  ;  il  est 
indissociable  des  notions  d'altruisme  cellulaire  et 
d'homeostasie  et  d'une  certaine  maniere  aussi,  il 
est  indissociable  de  la  notion  de  mort. 


2.  RELATIONS  DIRECTES 
ENTRE  LES  CELLULES 
AU  SEIN  DE  L'ORGANISME 


Au  sein  des  organismes  pluricellulaires,  les  cel¬ 
lules  appartenant  a  la  plupart  des  tissus  contrac- 
tent  des  liens  directs  les  unes  avec  les  autres.  Chez 
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Figure  14.3 

Demonstration  de  la  totipotence  des  cellules  chez  les  Vegetaux  superieurs 

En  manipulant  de  maniere  appropriee  les  facteurs  de  croissance  (hormones  vegetates)  inclus  dans  divers  milieux  de 
culture  successifs,  on  peut  regenerer  une  plante  entiere  a  partir  de  cals  obtenus  in  vitro.  Certaines  hormones  favorisent 
la  production  de  tiges  feuillees  (cytokinines),  tandis  que  d'autres  provoquent  l'apparition  des  racines  (auxines)  ; 
(d'apres  N.  Maclean). 


les  Animaux,  ceci  est  realise  au  moyen  de  divers 
dispositifs  membranaires  nommes  jonctions  inter- 
cellulaires,  ainsi  que  grace  a  des  proteines  dites 
d'adherence.  Cette  observation  est  particuliere- 
ment  vraie  pour  les  cellules  organisees  en  epithe¬ 
liums,  c'est-a-dire  en  feuillets  constitues  de  une  ou 
plusieurs  couches  superposees  de  cellules  jointives 
et  etroitement  associees  entre  elles.  Les  jonctions 
intercellulaires  mettent  en  contact  direct  les  mem¬ 
branes  plasmiques  des  cellules  voisines,  et  il 
n'existe  pratiquement  aucun  espace  entre  elles. 
Nous  verrons  aussi  que  les  cellules  animales 
appartenant  a  un  meme  tissu  contractent  des  liens 
physiques  plus  subtils,  qui  ne  se  traduisent  pas 
par  des  structures  visibles  au  microscope.  Les 
mecanismes  mis  en  oeuvre  permettent  cependant 
aux  cellules  de  se  reconnaitre  et  de  s'associer  spe- 
cifiquement  (voir  paragraphe  1.1.1.).  On  parle 
d'adherence  cellulaire  pour  designer  ce  pheno- 
mene  qui  assure  une  certaine  cohesion  aux  tissus 


adultes  mais  joue  surtout  un  role  tres  important 
lors  du  developpement  embryonnaire. 

La  situation  est  completement  differente  dans  le 
monde  vegetal  ou  chaque  cellule  est  recouverte 
d'une  paroi  rigide  plus  ou  moins  epaisse,  de 
nature  essentiellement  polysaccharidique  (exos- 
quelette)  ;  il  n'y  a  done  pas  de  contact  direct  de 
grande  ampleur  entre  deux  cellules  voisines, 
comme  e'est  le  cas  chez  les  Animaux.  Cette  paroi, 
qui  a  la  signification  d'une  matrice  extracellulaire 
(voir  plus  loin),  est  en  fait  a  la  base  de  toutes  les 
differences  fondamentales  permettant  de  distin- 
guer  le  regne  animal  et  le  regne  vegetal,  qu'il 
s'agisse  de  la  morphologie,  de  la  nutrition,  de  la 
croissance  ou  de  la  reproduction.  Bien  que  la  paroi 
soude  litteralement  les  cellules  les  unes  aux  autres, 
elle  ne  les  isole  pas  de  fagon  absolue  et  n'empeche 
pas  les  echanges  ou  les  possibilites  d'interaction 
entre  elles.  Chaque  cellule  communique  en  effet 
avec  ses  voisines  au  moyen  d'une  multitude  de 
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canaux  cytoplasmiques  microscopiques  appeles 
plasmodesmes,  grace  auxquels  diverses  molecules 
(nutriments  ou  signaux  chimiques)  indispensables 
a  la  vie  de  l'organisme  sont  echangees. 


2.1  Dispositifs  d'accrochage  entre  cellules 
animales :  jonctions  d'ancrage 
et  jonctions  etanches 


Les  epitheliums  constituent  des  tissus  de  pro¬ 
tection  et  servent  de  frontiere  vis-a-vis  du  milieu 
exterieur  (epiderme)  ou  bien  de  limite  a  des  cavi- 
tes  naturelles  de  l'organisme  (epithelium  bron¬ 
chi  que,  intestinal,  glandulaire).  Ils  montrent  a  la 
fois  des  proprietes  d'impermeabilite,  d'elasticite  et 
de  resistance  mecanique  a  la  tension.  Les  cellules 
qui  les  constituent  presentent,  au  niveau  de  leurs 
membranes,  des  dispositifs  d'accrochage  particu- 
lierement  developpes  qui  leur  assurent  une  grande 
cohesion.  Les  jonctions  d'ancrage  sont  de  deux 
types  :  1)  les  ceintures  d'adherence  (ou  desmo- 
somes  ceinturants),  qui  forment,  comme  dans  le 
cas  des  enterocytes,  une  ceinture  entourant  com- 
pletement  la  cellule  et  soudee  aux  ceintures 
correspondantes  des  cellules  voisines,  2)  les  desmo- 
somes  ponctuels,  abondants,  par  exemple,  dans 
les  cellules  epidermiques  et  qui  soudent  egalement 
les  cellules  voisines  les  unes  aux  autres,  mais  a  la 
fa  con  de  rivets  ou  de  «boutons-pression». 

2.1.1.  Ceintures  d'adherence 

Elies  sont  constitutes  d'un  faisceau  epais  et 
serre  de  microfilaments  d'actine  disposes  paralle- 
lement  a  la  membrane  plasmique  ;  elles  entourent 
generalement  la  cellule  dans  sa  partie  apicale,  de 
fagon  complete  (voir  figure  9.19  et  chapitre  11). 
L'espace  intercellulaire  situe  entre  les  deux  fais- 
ceaux  des  cellules  voisines  est  rempli  d'un  mate¬ 
riel  proteique  dense  qui  est  en  relation  avec  les 
microfilaments  par  l'intermediaire  de  proteines 
transmembranaires  (ovomoruline  ;  voir  plus  loin). 
De  cette  maniere,  deux  ceintures  voisines  sont  soli- 
dement  accrochees  l'une  a  l'autre,  ce  qui  solidarise 
fortement  les  cellules  au  sein  de  l'epithelium. 


2.1.2.  Desmosomes  ponctuels 


Ils  sont  constitues,  dans  chaque  cellule,  d'un 
disque  de  0,2  pm  de  diametre  et  de  20  nm  d'epais- 


seur  (plaque  cytoplasmique)  vers  lequel  converge 
un  reseau  dense  de  filaments  intermediaires,  qui 
sont  de  nature  differente  selon  le  type  tissulaire  : 
keratine  dans  les  cellules  epitheliales  (tonofila- 
ments),  desmine  dans  les  cellules  musculaires  car- 
diaques  ou  vimentine.  Les  deux  disques  qui  se 
font  face  dans  les  cellules  voisines  sont  reunis  par 
des  glycoproteines  transmembranaires  provenant 
de  chacune  d'elles  (les  cadherines  ;  voir  plus  loin), 
et  qui  interagissent  etroitement  au  niveau  d'un 
espace  intercellulaire  elargi  (voir  figure  14.4). 


Figure  14.4 

Organisation  d'un  desmosome  ponctuel 


(a)  Cliche  obtenu  en  microscopie  electronique  ;  x  30  000. 

(b)  Schema  representant  l'organisation  moleculaire  d'un 
desmosome  ponctuel.  Cliche  Labo.  BG.;  Orsay. 


Les  ceintures  d'adherence  et  les  desmosomes 
ponctuels  sont  en  relation  directe  avec  le  cytosque- 
lette  intracellulaire  (dont  ils  partagent  certains  ele¬ 
ments  constitutifs  ;  voir  chapitre  11),  et  realisent 
ainsi  un  reseau  fibreux  transcellulaire  qui  confere 
une  resistance  importante  aux  epitheliums.  Deux 
autres  types  de  jonctions  peuvent  etre  observes 
dans  les  cellules  epitheliales,  en  particulier  les 
enterocytes  et  certaines  cellules  des  tubes  urini- 
feres  :  les  hemidesmosomes  et  les  jonctions  ser- 
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rees.  Les  premiers  ont  exactement  la  structure  des 
desmosomes  ponctuels  mais  ils  ancrent  les  cellules 
epitheliales  a  la  membrane  basale  sur  laquelle 
celles-ci  reposent,  et  non  pas  aux  cellules  voisines 
(voir  paragraphe  3.3.)-  Deux  exemples  de  maladies 
genetiques  associees  a  ces  structures  sont  decrits 
dans  l'encart  suivant. 

Encart  biomedical 

Les  maladies  genetiques 
des  jonctions  intercellulaires 
ou  de  liaison  a  la  matrice  extracellulaire 

L'existence  de  maladies  graves,  telles  que  le 
pemphigus  vulgaris,  temoignent  de  l'importance 
du  role  des  desmosomes  dans  l'accrochage  des 
cellules  entre  elles.  Dans  cette  affection  de  la 
peau,  les  patients  souffrent  d'une  fragility 
extreme  de  l'epiderme  qui  se  traduit  par  une 
«fuite»  des  fluides  corporels  ;  cette  permeability 
anormale  est  a  l'origine  de  multiples  cloques  ou 
ampoules,  accompagnees  d'une  destruction 
progressive  de  la  peau.  II  s'agit  d'une  maladie 
auto-immune  pour  laquelle  on  a  montre  que 
l'organisme  fabrique  des  anticorps  qui  detrui- 
sent  specifiquement  les  nombreux  desmosomes 
charges  de  solidariser  fortement  les  keratino- 
cytes  (cellules  epidermiques),  bien  visibles  en 
particulier  dans  la  couche  dite  «  des  cellules  epi- 
neuses  de  Malpighi ».  Les  cadherines  desmoso- 
males  (ou  desmogleines),  dont  les  domaines 
extracellulaires  assurent  l'accrochage  entre  les 
cellules,  sont  en  fait  la  cible  des  anticorps,  qui 
suppriment  ainsi  leurs  proprietes  de  liaison. 

De  maniere  differente,  on  connait  une  maladie 
genetique  associee  a  une  anomalie  des  mole¬ 
cules  transmembranaires  qui  lient  le  cytosque- 
lette  a  la  matrice  extracellulaire  :  la  maladie  de 
Glanzmann.  II  s'agit  d'une  deficience  d'un  gene 
codant  une  proteine  de  la  famille  des  integrines 
se  situant  specifiquement  dans  la  membrane 
plasmique  des  plaquettes  sanguines.  Cette  inte- 
grine,  de  type  recepteur  de  la  fibronectine,  est 
egalement  capable  de  fixer  le  fibrinogene  qui  a 
un  role  important  dans  la  coagulation  du  sang 
et  la  formation  du  «clou  plaquettaire»  (ou 
thrombus  blanc,  dont  le  role  est  d'obturer  rapi- 
dement  les  breches  vasculaires).  L'interaction 
entre  les  plaquettes  et  le  reseau  de  fibrine  ne 
pouvant  plus  s'effectuer,  les  patients  presentent 
done  de  graves  anomalies  de  la  coagulation  et 
sont  victimes  d'hemorragies  repetees. 


2.1.3.  Jonctions  serrees  (ou  etanches) 

Situees  dans  la  zone  apicale  de  la  membrane 
basolaterale,  au-dessus  de  la  ceinture  d'adherence, 
ces  jonctions  se  presentent  comme  une  serie  de 
plusieurs  rangees  plus  ou  moins  paralleles  (parfois 
convergentes)  de  « points  de  soudure»  rapproches 
entre  les  deux  membranes  plasmiques,  particulie- 
rement  visibles  en  cryodecapage  (voir  figure  14.5). 
L'accollement  entre  les  membranes  est  obtenu  ici 
aussi  grace  a  des  proteines  transmembranaires 
entrant  en  contact  etroit  les  unes  avec  les  autres. 
Ces  jonctions  ont  deux  fonctions  :  elles  empechent 
tout  d'abord  que  les  fluides  et  les  substances  dis- 
soutes  contenues  dans  les  cavites  naturelles  (le 
tube  digestif,  par  exemple)  ne  passent  directement, 
entre  les  cellules,  dans  le  milieu  interieur  (ces  jonc¬ 
tions  sont  dites  aussi  etanches).  Ainsi,  toute  sub¬ 
stance  contenue  dans  l'intestin  grele  traverse 
forcement  les  enterocytes  pour  etre  absorbee,  ce 
qui  permet  une  selectivity  et  une  regulation  de  son 
transport  (voir  figure  6.14).  La  deuxieme  fonction 
de  ces  jonctions  est  d'empecher  la  diffusion  (par 
mobility  laterale  due  a  la  fluidity  membranaire) 
des  proteines  de  la  face  apicale  (qui  porte,  entre 
autres,  les  microvillosites)  vers  le  domaine  basola- 


(a)  Cliche  obtenu  en  microscopie  electronique  (cryodeca¬ 
page  ;  x  24  000).  (b)  Schema  representant  l'organisation 
moleculaire  d'une  jonction  serree.  Au  niveau  des  points 
de  soudure,  qui  s'etendent  sur  une  hauteur  de  0,5  a 
1  pm,  les  deux  membranes  se  touchent  litteralement  et  il 
n'y  a  plus  d'espace  intercellulaire,  realisant  ainsi  une 
etancheite  parfaite.  Cliche  Labo.  BG.,  Orsay. 
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teral,  et  inversement.  Ceci  permet  a  la  cellule  de 
conserver  sa  polarite  structurale,  au  plan  membra- 
naire,  et  done  une  polarite  fonctionnelle  indispen¬ 
sable  pour  une  cellule  absorbante.  L'ensemble  des 
jonctions  intercellulaires  caracteristiques  des  cel¬ 
lules  epitheliales  est  represente  dans  la  figure  9.19. 

A  cote  de  ces  dispositifs  specialises,  on  peut 
enfin  signaler  l'existence  d'un  type  de  structure 
beaucoup  plus  simple,  mais  permettant  d'assurer 
egalement  une  adherence  forte  entre  cellules  :  il 
s'agit  des  interdigitations  membranaires.  Ces 
lames  cytoplasmiques  contournees  et  etoitement 
imbriquees,  issues  de  deux  cellules  voisines,  fonc- 
tionnent  selon  le  principe  des  « tenons  et  mor- 
taises»  ;  on  les  rencontre  en  abondance  dans 
certains  tissus  epitheliaux  (par  exemple,  la  vessie 
de  grenouille). 


2.2  Communication  directe  entre  les  cellules 


11  faut  faire  ici  une  remarque  preliminaire  rela¬ 
tive  a  une  difference  importante  entre  les  notions 
d'organismes  chez  les  Animaux  et  les  Vegetaux. 
En  raison  du  mode  de  division  de  leurs  cellules  et 
de  la  maniere  dont  ils  se  construisent  au  cours  du 
temps,  les  seconds  peuvent  davantage  etre  consi¬ 
dered  comme  des  colonies  de  cellules  plus  que  des 
ensembles  hautement  integres  de  tissus  et 
d'organes  distincts,  comme  e'est  le  cas  chez  les 
Animaux.  Toutes  les  cellules  d'une  plante  commu- 
niquent  en  effet  directement  entre  elles  au  moyen 
de  vrais  ponts  cytoplasmiques,  les  plasmodesmes. 
En  revanche,  chez  les  Animaux,  les  communica¬ 
tions  directes  entre  cellules  necessitent  en  general 
des  dispositifs  specialises  appeles  jonctions  com- 
municantes  ;  dans  quelques  rares  cas,  cependant, 
on  reconnait  chez  ces  derniers  l'existence  de  conti- 
nuites  directes  et  importantes  entre  cytoplasmes 
de  cellules  voisines. 


2.2.1.  Jonctions  communicantes 


Les  cellules  animales  voisines,  dans  tous  les  tis¬ 
sus  de  la  plupart  des  especes,  sont  reunies  par  des 
jonctions  qui  apparaissent,  en  coupe  ultrafine, 
comme  des  regions  ou  les  membranes  adjacentes 
sont  etroitement  accolees  mais  separees  par  un 
espace  de  2  a  3  nm,  sur  une  longueur  de  50  a 
100  nm.  Ces  jonctions,  parfois  appelees  jonctions 
lacunaires,  forment  des  plaques  ou  des  disques 


constitues  d'une  multitude  de  petits  canaux  trans- 
membranaires  serres  les  uns  contre  les  autres,  qui 
font  communiquer  les  cytoplasmes  des  cellules 
voisines,  d'ou  leur  nom  (voir  figure  14.6).  L'organi- 
sation  moleculaire  de  ces  structures  est  bien 
connue.  Chaque  membrane  possede  en  fait  son 
propre  canal  transmembranaire,  parfois  appele 
connexon,  qui  se  dispose  en  face  d'un  canal  equi¬ 
valent  dans  la  cellule  voisine.  Un  canal  est  consti¬ 
tute  de  six  sous-unites  identiques  delimitant  un 


Organisation  d'une  jonction  communicante 
Cliches  obtenus  en  microscopie  electronique  :  (a)  cryo- 
decapage  (x  85  000) ;  (b)  coloration  negative,  et  (c)  coupe 
transversale  conventionnelle.  (d)  Schema  presentant 
l'organisation  moleculaire  d'une  jonction  communi¬ 
cante  ;  celle-ci  est  formee  de  la  juxtaposition  d'un  grand 
nombre  de  connexons  alignes  dans  les  deux  membranes 
cellulaires.  Cliches  Labo.  BG.  et  BC4,  Orsay. 
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pore  central  dont  le  diametre  est  de  2  a  3  nm  ; 
chaque  sous-unite  est  formee  d'une  seule  chaine 
polypeptidique  traversant  4  fois  la  bicouche  phos- 
pholipidique.  Des  centaines  ou  des  milliers  de 
connexons  opposes  et  juxtaposes  constituent  une 
jonction  communicante  ;  ils  sont  aisement  visibles 
grace  a  la  technique  de  cryodecapage. 

L'existence  de  ces  canaux  a  ete  soupgonnee 
avant  meme  qu'on  les  observe,  grace  a  des  expe¬ 
riences  d'electrophysiologie  qui  demontraient  que 
des  cellules  voisines  etaient  le  plus  souvent  electri- 
quement  couplees  (d'ou  leur  nom  de  synapses 
electriques).  La  demonstration  directe  a  ete  faite 
en  injectant,  dans  les  cellules,  des  composes  (en 
general,  des  substances  fluorescentes)  dont  on  on 
pouvait  suivre  la  diffusion  dans  les  cellules  voi¬ 
sines.  Ces  pores  laissent  passer  librement  d'une 
cellule  a  l'autre  des  molecules  ayant  une  masse 
moleculaire  allant  jusqu'a  1  200  Da  ;  il  s'agit  de 
nutriments  (glucose,  acides  amines,  nucleotides) 
ou  de  molecules  et  d'ions  ayant  un  role  de  media- 
teur  ou  de  messager  intracellulaire  (AMP  cyclique, 
ions  Ca2+).  Les  jonctions  communicantes  permet- 
tent  done,  non  seulement  d'assurer  une  coopera¬ 
tion  metabolique  entre  cellules,  mais  aussi  et 
surtout  une  coordination  des  activites  ou  des 
reponses  a  des  stimuli  tels  que  les  hormones.  Une 
particularite  de  ces  jonctions  est  que  leur  permea- 
bilite  est  regulee,  en  ce  sens  que  certains  facteurs, 
tels  qu'une  concentration  intracellulaire  elevee  en 
ions  Ca2+,  peuvent  conduire  a  leur  fermeture,  a  la 
suite  d'un  changement  de  conformation  des  sous- 
unites  constitutives. 

Quelques  exemples  de  fonctions  associees  a  ces 
jonctions  peuvent  etre  donnes. 

•  Les  cellules  du  muscle  cardiaque  des 
Vertebres,  celles  des  muscles  lisses,  possedent  de 
nombreuses  jonctions  de  ce  type  ;  en  permettant  le 
passage  rapide  des  ions  Ca2+,  elles  assurent  la 
coordination  des  contractions  de  toutes  les  cellules 
d'une  meme  region  du  coeur  ou  du  muscle. 

•  Dans  les  epitheliums  cilies  (bronches,  ovi- 
ducte),  le  battement  coordonne  des  cils  serait  ega- 
lement  lie  a  leur  presence. 

•  Chez  tous  les  embryons  (a  partir  du  stade 
«8  cellules »  chez  la  souris,  ou  au  stade  blastula 
chez  la  grenouille,  par  exemple),  on  constate  que 
de  nombreuses  cellules  sont  couplees  par  ces  jonc¬ 
tions.  Leur  role  est  d'assurer  de  maniere  coordon- 
nee,  au  sein  d'un  massif  cellulaire  donne,  une  voie 
de  developpement  unique  par  couplage  trophique 


et  hormonal.  Ceci  a  ete  demontre  au  moyen 
d'injections,  dans  ces  cellules,  d'anticorps  anti- 
connexine  (voir  plus  loin)  :  le  developpement 
embryonnaire  s'en  trouve  alors  tres  perturbe. 

2.2.2.  Perforations  existant 

ENTRE  CELLULES  ANIMALES 

On  connait  quelques  exemples  de  cellules,  en 
particulier  dans  la  lignee  germinale,  qui  communi- 
quent  entre  elles  par  de  larges  orifices.  Ces  cellules 
sont  en  fait  «sceurs»  et  ces  orifices  represented 
des  ponts  cytoplasmiques  persistant  apres  une 
separation  incomplete  lors  de  la  division.  Les  ovo- 
gonies  et  les  spermatogonies,  chez  les  Vertebres, 
ainsi  que  les  cellules  folliculeuses  nourricieres 
chez  certains  Insectes  (drosophile)  presented  cette 
particularite.  La  coordination  des  etapes  du  deve¬ 
loppement,  dans  le  premier  cas,  la  necessity  de 
fournir  rapidement  de  reserves  a  l'ovocyte,  dans  le 
deuxieme,  sont  a  mettre  en  rapport  avec  l'exis¬ 
tence  de  ces  dispositifs. 

2.2.3.  Plasmodesmes 

Ces  fins  canalicules  de  30  a  40  nm,  typiques  des 
cellules  vegetales,  traversent  les  parois  celluloso- 
pectiques  et  reunissent  deux  cellules  voisines  ;  on 
en  compte  de  1  a  10  par  pm2  de  surface  membra- 
naire.  A  de  rares  exceptions  pres,  toutes  les  cellules 
d'un  vegetal  communiquent  entre  elles  grace  aux 
plasmodesmes  (voir  figure  14.7).  Ces  derniers  sont 


Figure  14.7 

Organisation  des  plasmodesmes  chez  les  Vegetaux 
A  leur  niveau,  les  membranes  plasmiques  sont  en  conti¬ 
nuity  et  ils  sont  en  general  traverses  par  un  tubule  mem- 
branaire  (desmotubule)  qui  est  en  rapport  avec  le 
reticulum  endoplasmique  (RE)  des  deux  cellules.  Les 
plasmodesmes  se  forment  autour  d'elements  du  reticu¬ 
lum  endoplasmique  pieges  lors  de  la  formation  de  la 
nouvelle  paroi  qui  separe  les  deux  cellules,  lors  de  la 
cytodierese  (voir  chapitre  12).  La  structure  du  desmotu¬ 
bule  semble  plus  complexe  que  celle  d'une  simple  mem¬ 
brane  car  il  est  etroitement  associe  a  des  granules  de 
nature  et  de  fonction  inconnue  (x  35  000). 
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le  lieu  d'echanges  importants  d'eau,  d'ions  et  de 
metabolites  entre  les  cellules  (en  particulier,  le  sac¬ 
charose)  ;  la  taille  limite  des  molecules  qui  diffu- 
sent  librement  est  d'environ  1  000  Da.  Comme  pour 
les  jonctions  communicantes,  la  preuve  du  trans¬ 
port  de  cellule  a  cellule  a  ete  apportee  par  des 
experiences  d'electrophysiologie  et  d'injection  de 
composes  fluorescents.  Les  plasmodesmes  sont 
aussi  le  lieu  de  passage  des  Virus,  lors  d'infections  ; 
dans  ce  cas,  il  est  necessaire  que  le  canal  s'elargisse 
significativement,  mais  les  mecanismes  mis  en 
oeuvre  restent  inconnus.  L'ensemble  des  cyto- 
plasmes  cellulaires  reunis  par  les  plasmodesmes 
constitue  chez  un  vegetal  ce  qu'on  appelle  le  sym- 
plasme,  par  opposition  a  l'apoplasme,  constitue 
par  les  parois  et  les  espaces  intercellulaires. 

2.3  Reconnaissance  entre  cellules  animales  : 
adherence  cellulaire 


Nous  avons  vu  que,  chez  un  Animal  adulte,  les 
cellules  d'un  meme  tissu  sont  le  plus  souvent 
maintenues  entre  elles  par  des  jonctions  intercellu¬ 
laires  specialisees  qui  assurent  la  cohesion  de 
l'ensemble.  Au  cours  du  developpement  embryon- 
naire,  ces  tissus  se  torment  de  maniere  progressive 
a  partir  de  cellules  qui  sont  en  general  associees  de 
fagon  provisoirement  lache  et  qui  ne  possedent 
pas  d'emblee  tous  ces  dispositifs  d'accrochage.  De 
plus,  de  tres  nombreux  organes  sont  mixtes,  c'est- 
a-dire  constitues  de  cellules  ayant  des  origines 
variees  et  ayant  parfois  gagne  individuellement 
leur  emplacement  definitif  a  la  suite  de  migrations 
au  sein  de  l'embryon.  La  mise  en  place  et  la  stabili¬ 
sation  de  ces  ensembles  complexes  de  tissus 
posent  done  la  question  de  la  reconnaissance  entre 
des  cellules  de  meme  origine. 


naires  sont  plus  faciles  a  desorganiser  par  des  trai- 
tements  doux  tels  que  des  proteolyses  menagees  a 
la  trypsine  ou  l'elimination  des  ions  Ca2+.  Ces 
experiences  montrent  que  des  cellules  dissociees 
identiques  se  reassemblent  spontanement  en  mas¬ 
sifs  compacts  et  que  cette  agregation  est  specifique 
d'un  tissu  donne  (voir  l'encart  suivant). 

COMMENTAIRE 
Le  triage  cellulaire 

Trois  types  de  tissus  embryonnaires  precoces 
sont  identifiables  au  stade  neurula  chez  les 
Amphibiens  :  l'ectoderme,  l'endoderme  et  le 
mesoderme  ;  ils  peuvent  etre  aisement  separes 
par  microdissection.  On  peut  ensuite  dissocier 
chimiquement  les  cellules  de  ces  trois  types  de 
tissus,  les  melanger  intimement  et  les  cultiver 
ensemble  in  vitro.  Au  bout  d'un  certain  temps 
de  culture,  on  observe  que  les  cellules  iden¬ 
tiques  (de  meme  origine)  se  sont  retrouvees, 
apres  avoir  evidemment  accompli  des  migra¬ 
tions  au  sein  de  l'agregat  initial.  De  plus,  elles  se 
disposent  de  fa^on  a  reconstituer  un  edifice  ou 
les  tissus  sont  a  la  place  attendue  ;  on  parle  de 
triage  cellulaire  (voir  figure  14.8).  De  la  meme 
fa^on,  mais  sur  des  embryons  plus  ages 
d'oiseau,  on  a  montre  que  si  des  cellules 
embryonnaires  dissociees  provenant  de  deux 
tissus  differents  :  foie  et  rein,  ou  bien  foie  et 
retine,  sont  initialement  melangees,  il  s'opere 
rapidement  un  tri  au  sein  des  agregats  et  une 
reconstitution  de  massifs  homogenes.  Quand 
des  cellules  de  deux  especes  differentes  (mais 
voisines)  sont  melangees,  elles  ignorent  en 
general  les  differences  d'especes  et  se  reconnais- 
sent  d'abord  par  leur  origine  tissulaire  pour  for¬ 
mer  des  agregats  tissus-specifiques  mixtes  ;  ceci 
demontre  la  force  du  lien  qui  existe  dans  ces 
phenomenes  d'adherence  cellulaire. 


2.3.1.  Mise  en  evidence  des  proprietes 

d'adherence  chez  les  cellules  animales 


La  mise  en  evidence  de  ces  proprietes  passe  par 
des  experiences  de  dissociation  in  vitro  de  tissus 
constitues,  et  l'etude  de  l'aptitude  des  cellules  iso¬ 
lees  a  se  reassocier  (experiences  d'agregation  cellu¬ 
laire  semblables  a  celles  decrites  plus  haut  sur  les 
Eponges).  Ceci  est  cependant  difficile  a  partir  de  tis¬ 
sus  adultes  ou  les  cellules  ont  contracts  des  liaisons 
tres  stables  au  moyen  des  jonctions  specialisees 
vues  plus  haut.  En  revanche,  les  tissus  embryon- 


A  partir  de  ces  observations,  des  tests  in  vitro 
d'adherence  tres  sensibles,  utilisant  des  cellules 
dissociees  vivantes  radiomarquees  (ou  marquees 
par  des  fluorochromes)  ont  ete  mis  au  point.  Ces 
tests  quantitatifs  ont  ouvert  la  voie  a  l'identifica- 
tion  des  proteines  d'adherence. 


2.3.2.  Identification  des  proteines  d'adherence 

La  strategie  privilegiee  pour  identifier  les  pro¬ 
teines  membranaires  responsables  des  phenomenes 
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Figure  14.8 

Triage  cellulaire  chez  les  embryons  d'Amphibiens 

(a)  Lorsqu'on  melange  des  cellules  dissociees  d'ectoderme  et  d'endoderme,  on  observe  la  formation  d'une  couche  epi- 
dermique  externe  entourant  une  masse  endodermique.  (b)  Un  resultat  identique  est  obtenu  si  Ton  melange  des  cel¬ 
lules  d'ectoderme  et  des  cellules  de  la  plaque  neurale  (d'apres  J.  Holtfreter). 


d'adherence  et  de  reconnaissance  cellulaires 
consiste  a  produire  des  anticorps  qui  interferent 
avec  ces  processus  ;  en  se  fixant  sur  les  proteines 
de  surface  en  question,  ces  anticorps  inhibent  tout 
contact  entre  cellules  et  toute  adherence.  Dans  une 
premiere  etape,  des  membranes  plasmiques  sont 
purifiees  a  partir  des  cellules  etudiees  grace  aux 
techniques  classiques  de  fractionnement  cellulaire. 
Par  la  suite,  une  banque  d'anticorps  monoclonaux 
(voir  chapitre  11)  est  obtenue  contre  l'ensemble 
des  proteines  qui  les  constituent.  Le  criblage  d'un 
grand  nombre  de  ces  anticorps  est  enfin  effectue 
sur  la  base  du  bloquage  par  ces  derniers  de  l'adhe- 
rence  cellulaire.  Cette  approche  a  permis  d'identi- 
fier  chez  les  Vertebres  plusieurs  types  de  proteines 
intervenant  dans  l'association  des  cellules  entre 
elles  ;  trois  grandes  families  doivent  etre  distin- 
guees  :  les  proteines  dites  CAM  ( cell  adhesion  mole¬ 
cules),  les  cadherines  et  les  selectines  (voir 
figure  14.9). 

•  Les  CAM  sont  des  glycoproteines  transmem- 
branaires  a  traversee  unique,  de  1  000  acides  ami¬ 
nes  environ,  fonctionnant  par  interaction 
homophilique  (c'est-a-dire  entre  molecules  iden- 
tiques  portees  par  deux  cellules  differentes)  selon 
un  mecanisme  independant  des  ions  Ca2+.  Elies 
font  partie,  en  raison  de  leur  analogie  de  structure, 
de  la  grande  famille  des  immunoglobulines  ;  le 


representant  le  plus  anciennement  connu  de  cette 
famille  est  la  N-CAM  (N  pour  « cellule  nerveuse»). 
Ces  molecules  jouent  un  role  important  dans  le 


domaines 

d’adherence 


Figure  14.9 

Differents  types  de  proteines  membranaires  d'adherence 
Exemples  de  representants  des  :  (a)  CAM  ;  (b)  cadhe¬ 
rines  ;  (c)  selectines. 
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developpement  du  systeme  nerveux  central  en 
favorisant  l'adherence  cellulaire  ;  les  anticorps 
anti-N-CAM  perturbent  in  vitro  comme  in  vivo  le 
developpement  des  cellules  de  la  retine.  Diverses 
formes  sont  codees  par  un  seul  gene  presentant  un 
phenomene  d'epissage  altematif  (voir  chapitre  8). 

•  Les  cadherines  sont  des  glycoproteines  trans- 
membranaires  a  traversee  unique  (de  700  acides 
amines  environ)  possedant  une  volumineuse 
region  extracellulaire.  Elies  necessitent  les  ions 
Ca2+  et  fonctionnent  par  interaction  homophilique 
en  subissant  une  modification  conformationnelle 
importante  sous  l'action  de  ces  ions.  La  plus 
connue  est  la  cadherine  E  (ou  ovomoruline),  qui 
est  presente  a  la  surface  de  nombreuses  cellules 
epitheliales  chez  l'adulte  ;  on  la  trouve  en  particu- 
lier  au  niveau  des  ceintures  d'adherence,  ou  elle 
constitue  un  lien  transmembranaire  qui  connecte 
les  cytosquelettes  corticaux  d'actine  de  cellules 
voisines.  Elle  a  ete  mise  en  evidence  dans  les 
embryons  de  Mammiferes,  ou  elle  participe  au  tas- 
sement  des  blastomeres  :  au  depart  peu  attachees 
les  unes  aux  autres,  les  cellules  se  rapprochent 
ainsi  puis  contractent  des  liens  etroits  par  des  jonc- 
tions  intercellulaires.  Les  cadherines  N  et  P  sont 


specifiques  respectivement  des  cellules  nerveuses 
ou  cardiaques  et  des  cellules  du  placenta  ou  de 
l'epiderme.  Des  anticorps  anti-cadherine  E  empe- 
chent  in  vitro  la  peau  d'oiseau  de  bien  se  former. 
On  rappelle  que  les  cadherines  sont  presentes 
dans  les  desmosomes  ponctuels  :  demogleines  et 
desmocollines. 

•  Les  selectines  sont  des  proteines  d'adherence 
transmembranaires  qui  se  lient  par  des  groupe- 
ments  polysaccharidiques. 

Le  debut  du  developpement  embryonnaire 
montre  bien  comment  les  changements  des  pro- 
prietes  d'adherence  des  cellules  sont  associes  aux 
evenements  d'organogenese.  Au  stade  blastula,  les 
cellules  de  l'ectoderme  embryonnaire  expriment  la 
cadherine  E  ;  lorsque  le  tube  neural  se  pince  et  se 
referme,  les  cellules  qui  le  constituent  cessent 
d'exprimer  la  cadherine  E  et  fabriquent  alors  de  la 
cadherine  N  (ainsi  que  des  N-CAM).  Les  cellules 
de  la  Crete  neurale  qui  s'en  detachent  cessent 
d'exprimer  ces  deux  marqueurs  et  les  reexpriment 
eventuellement  plus  tard  (voir  plus  loin).  La  perte 
des  proteines  d'adherence  est  une  condition  indis¬ 
pensable,  de  fa  con  generale,  pour  la  migration  cel¬ 
lulaire,  comme  le  montre  l'encart  suivant. 


Encart  biomedical 
Adherence  cellulaire  et  metastases 


A  l'exception  de  certains  cancers  (celui  de  la  thy- 
roide,  par  exemple),  la  plupart  des  tumeurs 
malignes  sont  a  l'origine  de  cellules  metasta- 
tiques  qui  quittent  la  tumeur  primaire  et  provo- 
quent  des  tumeurs  secondaires  dans  d'autres 
organes.  Les  poumons,  le  foie  et  les  os  sont  les 
organes  les  plus  touches  par  ces  invasions 
malignes.  Ce  sont  les  metastases  qui  font  du  can¬ 
cer  une  maladie  redoutable,  car  l'ablation  chirur- 
gicale  de  la  masse  tumorale  primaire  ne  suffit 
plus  pour  assurer  la  guerison. 

Les  etapes  de  leur  formation  sont  les  suivantes  : 

1)  des  cellules  quittent  la  tumeur  initiate  et  per- 
dent  leur  adherence  avec  les  cellules  voisines, 

2)  elles  entrent  dans  le  flux  sanguin  apres  avoir 
franchi  la  lame  basale  des  capillaires,  puis  en  res- 
sortent,  3)  elles  envahissent  les  tissus  normaux, 
adherent  a  leurs  cellules  et  y  proliferent.  Tout 
ceci  implique  que  ces  cellules  acquierent  des  pro- 
prietes  de  surface  particulieres  leur  permettant 
de  se  liberer  de  leur  tumeur  d'origine  et  de  fran- 
chir  de  nombreuses  barrieres  au  cours  de  leurs 
migrations. 


Des  modifications  dans  la  nature  et  le  nombre 
des  molecules  d'adherence  sont  connues  comme 
favorisant  ces  processus.  Dans  le  cas  du  cancer 
du  sein  et  du  melanome,  par  exemple,  on  a 
montre  que  les  recepteurs  membranaires  a  la 
laminine  jouent  un  role  dans  le  pouvoir  metasta- 
tique,  de  meme  que  certains  recepteurs  a  la 
fibronectine  ;  les  premiers  y  sont  en  quantite  plus 
elevee,  et  les  seconds  moins  abondants  que  dans 
les  cellules  normales.  Ces  caracteristiques  favori- 
sent  la  penetration  et  le  franchissement  des  lames 
basales,  riches  en  laminine,  puis  la  migration  au 
sein  des  matrices  extracellulaires. 

Dans  les  cancers  des  tissus  epitheliaux,  on 
observe  que  la  diminution  des  cadherines  E,  qui 
accrochent  normalement  des  cellules  entre  elles, 
s'accompagne  d'une  malignite  et  d'un  pouvoir 
metastatique  eleves.  Une  perte  d'adherence  inter- 
cellulaire  expliquerait  done  la  capacite  de  disse¬ 
mination  de  ces  cellules  ;  de  plus,  la  plupart 
d'entre  elles  secretent  des  proteases  qui  attaquent 
les  lames  basales  et  les  matrices  extracellulaires, 
favorisant  ainsi  la  dispersion. 
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3.  L'ENVIRONNEMENT 
IMMEDIAT  DES  CELLULES  : 
LES  MATRICES 
EXTRACELLULAIRES 


Dans  la  plupart  des  tissus  animaux  ou  vege- 
taux,  les  cellules  sont  en  contact  avec  un  consti- 
tuant  extracellulaire  forme  de  macromolecules 
secretees  (proteines  et  polysaccharides),  que  l'on 
appelle  la  matrice  extracellulaire.  Cette  structure, 
qui  remplit  les  espaces  entre  les  cellules,  possede 
une  composition  chimique  et  une  organisation 
complexes  et  remplit  de  nombreuses  fonctions  qui 
sont  longtemps  restees  insoup^onnees.  Outre  un 
simple  role  de  consolidation  des  tissus  et  de  cohe¬ 
sion,  les  matrices  extracellulaires  permettent  de 
nombreuses  interactions  entre  les  cellules  et 
controlent  en  fait  la  plupart  de  leurs  activites.  Les 
cellules  ne  sont  pas  seulement  entourees  de  leur 
matrice,  elles  ne  baignent  pas  simplement  dedans 
comme  on  l'a  cru  un  moment  ;  elles  contractent 
avec  elle  des  relations  moleculaires  etroites,  de 
sorte  qu'il  s'etablit  un  « dialogue »  constant  entre 
les  deux  constituants  des  tissus  ;  ceci  est  particulie- 
rement  vrai  chez  les  Animaux.  Meme  les  matrices 
extracellulaires  apparemment  inertes  (os,  cartilage, 
paroi  cellulosopectique  vegetale)  sont  sans  cesse 
remodelees  et  adaptent  leur  architecture  aux 
besoins  des  cellules  ou  des  organismes. 

Malgre  une  composition  et  un  mode  de  forma¬ 
tion  completement  differents,  les  parois  bacte- 
riennes  sont  rangees  parmi  les  matrices 
extracellulaires.  Bien  que  leur  organisation  soit 
plus  simple  que  celle  des  parois  des  cellules  vege- 
tales,  dont  elles  representent  l'equivalent  structu¬ 
ral,  ces  structures  seront  examinees  en  dernier. 

3.1  Nature  des  matrices  extracellulaires 


3.1.1.  Chez  les  Animaux 

Les  matrices  extracellulaires  sont  surtout  deve- 
loppees  dans  les  tissus  dits  conjonctifs  et  leurs 
derives,  ou  elles  representent  souvent  un  volume 
plus  important  que  celui  des  cellules.  La  multipli- 
cite  des  molecules  qui  les  constituent  (a  laquelle 
s'ajoutent  des  variations  de  leurs  proportions)  est 
responsable  d'une  grande  diversity  de  types  dont 


les  proprietes  physiques  et  mecaniques  sont  aussi 
differentes  que  le  sont  l'os  et  les  dents,  le  derme  et 
les  tendons,  la  cornee  et  le  liquide  synovial,  pour 
ne  parler  que  des  Vertebres.  Dans  les  tissus  epithe- 
liaux,  ainsi  qu'on  l'a  vu  plus  haut,  cette  matrice  est 
essentiellement  formee  par  les  lames  basales  sur 
lesquelles  les  cellules  s'appuient  (voir  figure  14.10). 
La  matrice  extracellulaire  des  tissus  conjonctifs  est 
secretee  par  les  fibroblastes  (tissu  conjonctif  lache), 
les  chondroblastes  (cartilage)  et  les  osteoblastes 
(os).  Elle  est  constitute  de  trois  categories  de  mole¬ 
cules  organiques  :  des  glycosaminoglycanes,  des 
proteoglycanes  et  des  proteines  fibreuses  ;  les 
deux  premiers  forment  une  « substance  fondamen- 
tale»  tres  hydratee,  ressemblant  a  un  gel,  dans 
laquelle  sont  noyees  les  proteines  fibreuses. 


Figure  14.10 

Coupe  transversale  d'une  lame  basale 
de  cellule  epitheliale 

Cliche  obtenu  en  microscopie  electronique  (mb  :  lame 
basale) ;  x  60  000.  Cliche  Labo.  BC4.,  Orsay. 


•  Les  glycosaminoglycanes  (GAG)  sont  de 
longs  polymeres  d'unites  disaccharidiques  conte- 
nant  un  acide  uronique  (ou  un  ose)  et  une  osamine 
acetylee,  parfois  sulfatee  (voir  figure  14.11).  Seul 
l'acide  hyaluronique  existe  a  l'etat  libre  dans  la 
matrice  ;  son  poids  moleculaire  est  tres  eleve 
(jusqu'a  8.106  Da)  et  il  n'est  pas  sulfate.  Les  autres 
GAG  sont  toujours  lies  de  fa  con  covalente  a  des 
proteines  (proteoglycanes)  ;  il  en  existe  cinq  types 
majeurs  :  le  chondroitine  sulfate,  le  dermatane  sul¬ 
fate,  l'heparane  sulfate,  le  keratane  sulfate  et 
l'heparine  (masse  moleculaire  de  4  a  50  kDa). 
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Exemples  de  glycosaminoglycanes  et  de  proteoglycanes 


Ces  molecules  entrent  dans  la  constitution  des  matrices 
extracellulaires  des  cellules  animales. 


•  Les  proteoglycanes  sont  des  complexes  de 
proteines  et  de  GAG  dans  lesquels  la  composante 
polysaccharidique  est  largement  predominante 
(plus  de  90  %  en  masse).  Les  chaines  laterales  de 
GAG  sont  accrochees  sur  des  residus  serine  ou 
threonine  de  la  chaine  polypeptidique,  dans 
l'appareil  de  Golgi,  par  une  liaison  de  type  O-gly- 
cosidique  (au  moyen  d'un  trisaccharide  de  liaison  : 
xylose-galactose-galactose).  Ces  proteines  peuvent 
en  outre  porter  des  chainons  oligosaccharidiques 
N-lies  ou  O-lies  (voir  chapitre  9). 

Les  proteines  fibreuses  se  repartissent  en  deux 
families  :  celles  dites  structurales  (collagene,  elas- 
tine)  et  celles  dites  adhesives  (fibronectine,  lami- 
nine).  Les  premieres  conferent  a  la  matrice 
resistance  mecanique  et  elasticity,  tandis  que  les 
secondes  servent  de  moyen  d'ancrage  ou  de  sup¬ 
port  de  migration  aux  cellules  de  la  matrice. 


•  Les  collagenes  se  rencontrent  chez  tous  les 
Animaux  (y  compris  les  Eponges)  ou  ils  represen- 
tent  les  proteines  les  plus  abondantes  (25  %  chez 
les  Mammiferes  !).  Leurs  chaines  polypeptidiques 
(legerement  glycosylees)  comprennent  1  000  acides 
amines  environ,  parmi  lesquels  la  glycine  et  la  pro¬ 
line  (et  son  derive  l'hydroxyproline)  sont  majori- 
taires.  Elies  forment  des  structures  helicoidales 
droites  a  trois  brins  de  300  nm  de  long  :  le  tropoco- 
llagene  (voir  figure  14.12).  On  connait  chez  les 
Mammiferes  une  vingtaine  de  chaines  differentes 


Figure  14.12 

Organisation  moleculaire 
et  structure  des  fibres  de  collagene  de  type  I 
Le  tropocollagene  s'organise  en  fibres  epaisses  visibles 
en  microscopie  electronique  (ombrage  metallique  ou 
coupes  conventionnelles)  dans  les  tissus  conjonctifs. 
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de  collagene  (correspondant  chacune  a  un  gene 
particulier)  qui  s'organisent  pour  donner  une 
dizaine  de  combinaisons,  dont  quatre  sont 
majeures  :  les  collagenes  I,  II  et  III  se  retrouvent 
dans  le  conjonctif,  tandis  que  la  forme  IV  est  speci- 
fique  des  lames  basales.  Les  premiers  forment  de 
longues  fibres  resultant  de  l'accolement  (avec  un 
leger  decalage  de  67  nm)  de  multiples  structures 
de  base  tricatenaires  ;  celles-ci  sont  liees  les  unes 
aux  autres  par  un  nombre  eleve  de  liaisons  hydro¬ 
gene  interchaines  (entre  residus  hydroxyproline) 
ainsi  que  par  quelques  liaisons  covalentes.  Dans 
de  nombreux  tissus,  les  fibres  de  collagene  sont 
organisees  en  faisceaux  paralleles  plus  ou  moins 
serres  prenant  parfois  une  disposition  en  contre- 
plaque,  particulierement  rigide  (os,  peau,  cornee). 
Le  collagene  de  type  IV  forme  plutot  des  struc¬ 
tures  en  reseau  aplati  de  50  a  100  nm  d'epaisseur. 

•  L'elastine  est  une  proteine  de  830  acides  ami¬ 
nes,  non  glycosylee,  riche  en  glycine  et  en  proline, 
plutot  hydrophobe.  De  fagon  unique,  elle  n'a  pas 
une  structure  precise,  organisee  dans  l'espace  ; 
cette  disposition  aleatoire  de  la  chaine  polypepti- 
dique,  ajoutee  au  fait  que  les  diverses  molecules 
sont  pontees  entre  elles,  conduit  a  realiser  un  edi¬ 
fice  ayant  des  proprietes  elastiques  remarquables. 
On  la  trouve  dans  des  tissus  ou  l'elasticite  a  un 
role  physiologique  important  a  jouer  :  peau,  pou- 
mons,  vaisseaux  sanguins. 

•  La  fibronectine  est  constitute  par  un  dimere 
de  deux  chaines  identiques  de  2  500  acides  amines  ; 
cette  grosse  proteine  glycosylee  est  dite  multifonc- 
tionnelle  car  elle  peut  se  lier  a  de  nombreuses 
autres  molecules  telles  que  le  collagene,  l'heparine 
et  les  integrines  membranaires  (voir  plus  loin).  Son 
organisation  est  remarquable  car  elle  est  formee  de 
plusieurs  modules  identiques  et  souvent  repetes 
un  grand  nombre  de  fois  ;  elle  est  codee  par  un 
gene  «geant»  de  70  kb  comportant  50  exons  ! 

•  La  laminine  est  specifique  des  lames  basales, 
ou  on  la  trouve  en  meme  temps  que  le  collagene 
de  type  IV  et  des  proteoglycanes  particuliers.  Elle 
se  presente  sous  la  forme  d'un  ensemble  de  trois 
chaines  polypeptidiques  disposees  en  croix. 
Comme  la  fibronectine,  c'est  une  proteine  multi- 
fonctionnelle  glycosylee  possedant  des  domaines 
de  liaison  varies,  en  particulier  pour  le  collagene 
IV  et  les  integrines.  Elle  sert  d'intermediaire  entre 
la  cellule  et  la  lame  basale  (voir  figure  14.13). 

II  faut  bien  noter  que  ces  deux  dernieres  pro- 
teines  sont  capables  de  s'accrocher  a  la  fois  a  la  cel¬ 
lule  et  a  la  matrice  extracellulaire,  via  les  integrines. 


fibronectine 
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et  de  la  laminine 

Ces  deux  proteines  possedent  des  domaines  de  liaison 
aux  integrines  et  au  collagene,  et  participent  ainsi  a  la 
migration  cellulaire  ou  a  l'accrochage  des  cellules  aux 
lames  basales. 


3.1.2.  Chez  les  Vegetaux,  les  Algues 
et  les  Champignons 

A  de  rares  exceptions  pres,  les  cellules  vegetales 
sont  caracterisees  par  la  presence  d'une  paroi 
rigide  ayant  un  role  d'exosquelette  (voir  figures  2.8 
et  7.19).  Celle-ci  possede  des  proprietes  meca- 
niques  evidentes  permettant  le  maintien  de  la 
taille  et  de  la  forme  cellulaires.  Permeable  a  l'eau 
et  a  la  plupart  des  petites  molecules  hydroso¬ 
lubles,  elle  joue  un  role  dans  le  controle  des 
echanges  avec  le  protoplasme  sous-jacent  ;  elle 
exerce  enfin  une  fonction  de  protection  contre  les 
pathogenes  (Bacteries,  Virus).  Les  parois  vegetales 
ont  une  organisation  generale  commune  :  un  com- 
posant  fibrillaire  de  nature  polysaccharidique, 
formant  une  armature  rigide  autour  de  la  cellule, 
est  entoure  d'une  matrice  amorphe  (ou  ciment). 
Cette  derniere  est  en  majorite  polysaccharidique, 
mais  elle  contient  aussi  des  glycoproteines  a  role 
structural  ainsi  que  diverses  enzymes.  Suivant  les 
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groupes  consideres  :  plantes,  Algues  ou  Cham¬ 
pignons,  ces  deux  types  de  constituants  ne  se  ren- 
contrent  pas  dans  les  memes  proportions  et  n'ont 
pas  la  meme  nature  chimique. 

Chez  les  plantes  vertes,  le  composant  fibrillaire 
est  abondant  et  forme  de  cellulose,  alors  que  la 
matrice  est  formee  de  pectines,  d'hemicelluloses  et 
de  glycoproteines  ;  le  detail  de  l'organisation  de  ce 
type  de  paroi  sera  donne  plus  loin.  Chez  les 
Algues,  qui  constituent  un  ensemble  tres  hetero¬ 
gene,  il  existe  une  grande  diversite  de  situations 
qui  ne  peut  etre  decrite  ici  ;  de  fagon  generate,  le 
composant  fibrillaire  est  peu  important  et  consti- 
tue  de  cellulose  ou  bien  de  polymeres  de  mannose 
(mannanes)  ou  de  xylose  (xylanes).  La  matrice  y 
est  particulierement  abondante  (jusqu'a  80  %  de  la 
matiere  seche  de  la  paroi)  et  elle  est  constitute  de 
polysaccharides  acides  et  de  glycoproteines  tres 
hydrophiles  ;  certains  de  ces  polysaccharides  res- 
semblent  aux  pectines  des  plantes,  tandis  que 
d'autres  sont  specifiques  :  il  s'agit  de  composes 
sulfates  tels  que  des  fucanes  (a  fucose-sulfate,  chez 
les  Algues  brunes)  ou  des  carraghenanes  (a  galac¬ 
tose-sulfate,  chez  les  Algues  rouges),  d'ou  on  tire 
les  substances  appelees  agar-agar  ou  gelose  utili- 
sees  comme  gelifiants  dans  les  industries  alimen- 
taires.  Chez  les  Champignons,  la  paroi  est  le  plus 
souvent  epaisse  mais  souple  ;  elle  est  constitute  de 
chitine  (et  de  cellulose  chez  les  Oomycetes)  pour  la 
partie  fibrillaire,  tandis  que  la  matrice  est  riche  en 
glycoprottines  et  en  glucanes  voisins  de  la  callose. 
Dans  ces  trois  cattgories  d'etres  vivants,  la  nature 
et  l'organisation  de  la  paroi  constituent  une  adap¬ 
tation  a  un  mode  de  vie  particulier  :  vie  aquatique 
ou  atrienne  ;  nutrition  de  type  autotrophe  ou 
htttrotrophe  osmotrophe  (voir  chapitre  1). 

Chez  les  plantes  suptrieures,  de  nombreux 
types  cellulaires  peuvent  etre  difftrencits  sur  la 
base  de  leur  seule  paroi.  De  l'exttrieur  vers  l'inte- 
rieur,  on  distingue  classiquement  trois  tltments  de 
structure  au  sein  de  celle-ci  :  la  lamelle  moyenne, 
la  paroi  primaire  et  la  paroi  secondaire. 

•  La  lamelle  moyenne,  qui  fait  office  de 
« ciment  mitoyen »  entre  deux  cellules  voisines,  est 
secretee  et  mise  en  place  conjointement  par  les 
deux  cellules  issues  d'une  division  (voir  cha¬ 
pitre  12).  Elle  est  de  nature  pectocellulosique. 


•  La  paroi  primaire  est  caracteristique  des  cel¬ 
lules  jeunes  et  en  croissance  ou  peu  differenciees 
et  de  type  parenchymateux.  En  general  fine  et 
riche  en  eau,  elle  est  extensible  et  malleable  ;  sa 
composition  est  assez  uniforme  (voir  plus  loin). 


Dans  un  type  de  tissu  appele  collenchyme,  qui  a 
un  role  de  soutien  chez  les  organes  jeunes  en  crois¬ 
sance,  cette  paroi  primaire  peut  s'epaissir  conside- 
rablement  tout  en  restant  de  meme  nature 
chimique.  Les  fibres  de  cellulose  y  sont  deposees 
en  feuillets  concentriques  disposes  alternative- 
ment  de  fagon  perpendiculaire  ou  parallele  a  l'axe 
d'allongement  de  la  cellule  (structure  en  contre- 
plaque  ;  voir  figure  14.14).  Ces  parois  sont  souples 


Figure  14.14 

Organisation  de  la  paroi  chez  les  Vegetaux  superieurs 

(a)  Aspect  obtenu  en  microscopie  electronique,  apres 
dissolution  de  la  matrice  (technique  d'ombrage  metal- 
lique  ;  x  21  000) ;  noter  la  disposition  perpendiculaire  des 
fibres  de  cellulose  les  unes  par  rapport  aux  autres). 

(b)  Schema  montrant  la  structure  de  type  contre-plaque 
de  la  paroi  secondaire.  (c)  Une  legere  rotation  de  l'orien- 
tation  des  fibres  de  cellulose  au  niveau  de  chaque 
couche  rend  compte  d'une  disposition  en  arceaux  visible 
sur  les  coupes  de  microscopie  electronique  (d'apres 
J.-C.  Roland). 
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et  resistantes,  mais  aussi  plastiques  et  extensibles, 
dans  la  mesure  oil  le  reseau  de  cellulose  peut  etre 
rompu  localement  et  oil  les  fibres  peuvent  glisser 
les  unes  par  rapport  aux  autres  ;  elles  permettent, 
sous  l'action  de  facteurs  varies,  l'elongation  de  cel¬ 
lules  vivantes  dans  les  organes  en  croissance. 

•  La  paroi  secondaire,  le  plus  souvent  epaisse  et 
pouvant  presenter  des  formes  complexes,  se  ren¬ 
contre  chez  les  cellules  matures,  ayant  termine  leur 
croissance.  Inextensible,  elle  est  d'une  composition 
tres  variable  et  en  rapport  avec  des  types  cellulaires 
bien  differencies.  On  rappelle  qu'elle  peut  servir 
parfois  de  reserve  de  sucres  chez  certaines  graines 
(voir  chapitre  7).  Elle  est  en  general  elaboree  par 
addition  de  materiel  cellulosique  a  l'interieur  de 
l'espace  limite  par  la  paroi  primaire.  Comme  pre- 
cedemment,  diverses  couches  dans  lesquelles 
1' orientation  des  fibres  est  differente  peuvent  etre 
distinguees  ;  en  revanche,  la  structure  fibreuse  de 
cette  paroi  est  plus  «serree»  de  sorte  que  celle-ci 
est  beaucoup  moins  plastique  ;  de  plus,  elle  se 
modifie  chimiquement  a  breve  echeance  et  se  scle- 
rifie.  Le  processus  consiste  en  une  impregnation 
dans  toute  son  epaisseur  (mais  surtout  au  niveau 
de  la  lamelle  moyenne  et  de  la  paroi  primaire)  par 
de  la  lignine  qui  confere  de  fa  con  irreversible  une 
stabilite  chimique  et  une  inextensibilite  totales  a  la 
paroi.  La  lignine  est  un  polymere  de  haut  poids 
moleculaire  (un  polyphenol)  formant  en  effet  un 
reseau  tridimensionnel  qui  interpenetre  la  matrice 
glucidique  et  glycoproteique  preexistante  (incrus¬ 
tation).  Divers  types  de  cellules  subissent  ce  pro¬ 
cessus  :  les  sclerocytes  (cellules  du  sclerenchyme) 
qui  sont  des  cellules  de  soutien,  et  les  vaisseaux  du 
xyleme,  qui  presentent  des  parois  secondaires  sou¬ 
vent  discontinues  (anneaux,  spirales).  Dans  tous 
les  cas,  ces  cellules  meurent  rapidement  ;  leur 
cytoplasme  et  leur  noyau  degenerent  en  raison  du 
caractere  hydrophobe  de  la  nouvelle  paroi. 

La  composition  et  1' organisation  des  parois  pri- 
maires  sont  tres  bien  connues  :  la  cellulose  est  un 
long  polymere  comptant  jusqu'a  3.104  unites  D- 
glucose  (liees  par  des  liaisons  (5 1-4),  qui  s'organise 
en  fibres  formees  de  30  a  40  chaines  paralleles.  Ces 
fibres  rigides  sont  noyees  dans  un  ciment  de  nature 
essentiellement  polysaccharidique,  constitue  de 
pectines  et  d'hemicelluloses  (voir  figure  14.15).  La 
composante  non  polysaccharidique  (0,1  a  10  %  de 
la  masse  seche)  est  majoritairement  representee 
par  une  glycoproteine  riche  en  hydroxyproline  et 
nommee  extensine.  La  paroi  est  aussi  le  lieu  d'une 
importante  activite  metabolique  et  elle  contient  de 


nombreuses  enzymes  :  endo-  et  exoglycosidases, 
transglycosidases,  esterases,  peroxydases.  L'orga- 
nisation  tridimensionnelle  de  ces  quatre  consti- 
tuants  est  stabilisee  par  un  grand  nombre  de 
liaisons  hydrogene  etablies  entre  les  groupements 
polaires  caracteristiques  de  ces  molecules. 

3.1.3.  Chez  les  Bacteries 


Les  Bacteries  sont  en  general  entourees  par  une 
paroi  rigide  plus  ou  moins  epaisse,  qui  leur 


Glc  =  glucose  Gal  =  galactose 

Gua  =  acide  galacturonique  Rhm  =  rhamnose 
Xyl  =xylose  Fuc  =  fucose 

Figure  14.15 

Principaux  polysaccharides  constitutifs  des  parois 
chez  les  Vegetaux  superieurs 

(a)  cellulose  ;  (b)  pectines  ;  (c)  hemicelluloses.  Les  pec¬ 
tines  sont  des  polymeres  d'acide  galacturonique  souvent 
interrompus  par  du  rhamnose  (d'ou  une  disposition  en 
«  zig-zag  »),  et  branches  avec  des  chaines  d'arabinose,  de 
galactose  ou  mixtes.  En  presence  d'ions  Ca2+,  elles  for- 
ment  des  reseaux  et  donnent  des  gels  tres  hydrates.  Les 
hemicelluloses  sont  des  polymeres  courts,  generalement 
monotones,  de  glucose,  d'arabinose  ou  de  xylose  (deux- 
pentoses),  branches  avec  des  oligosaccharides  formes 
eux-memes  de  xylose,  de  galactose,  de  fucose. 
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confere  leur  forme  specifique  et  empeche  surtout 
qu'elles  n'eclatent  sous  l'action  d'une  entree  d'eau 
due  a  une  pression  osmotique  tres  elevee  (jusqu'a 
20  atmospheres)  liee  a  une  forte  concentration 
interne  en  metabolites.  Deux  types  de  paroi  fonda- 
mentalement  differents  existent  chez  les 
Eubacteries  ;  ils  correspondent  a  deux  groupes  dis- 
tingues,  depuis  un  siecle,  sur  la  base  d'un  test  de 
coloration  dit  de  Gram,  et  designes  sous  les  noms 
de  Bacteries  Gram  positives  (ou  a  Gram  positif)  et 
Bacteries  Gram  negatives  (ou  a  Gram  negatif  ; 
voir  chapitre  2).  L'encart  suivant  decrit  le  principe 
de  ce  test  tres  utilise  en  bacteriologie. 


exemple.  Cette  paroi  est  constitute  pour  l'essentiel 
d'une  seule  enorme  macromolecule  appelee  pepti- 
doglycane,  ayant  la  taille  de  la  cellule  et  l'entou- 
rant  a  la  maniere  d'un  sac.  Celle-ci  est  formee  de 
trois  types  d'elements  qui  sont  reticules  en  trois 
dimensions  (voir  figure  14.16).  On  doit  remarquer 
la  presence  inhabituelle  d'acides  amines  D  dans 
cette  molecule  ;  la  synthese  des  deux  peptides  de 
liaison  ne  met  pas  en  oeuvre  les  mecanismes  habi- 
tuels  de  la  synthese  proteique.  La  mise  en  place  du 
peptidoglycane  pose  des  problemes  dont  les 
reponses  ne  peuvent  etre  donnees  dans  le  cadre  de 
cet  ouvrage  mais  qui  meritent  d'etre  signales  : 


Encart  technique 
Le  test  de  Gram 

Ce  test  porte  le  nom  d'un  bacteriologiste 
danois,  C.  Gram,  qui  l'a  mis  au  point  en  1884  ; 
cette  technique  simple  de  coloration  permet  de 
distinguer  deux  grands  groupes  parmi  les 
Bacteries.  Le  protocole  est  le  suivant : 

-  les  Bacteries  sont  etalees  sur  une  lame  de  verre 
(froths)  puis  fixees  par  chauffage  a  la  flamme  ; 
elles  sont  ensuite  colorees  par  un  colorant  vio¬ 
let  :  le  violet  de  gentiane,  puis  mordancees  par 
le  lugol.  Cette  operation  teinte  le  cytoplasme 
de  toutes  les  cellules  en  violet ; 

-  un  traitement  ulterieur  rapide  a  l'alcool  deco¬ 
lore  certaines  Bacteries,  alors  que  d'autres  res¬ 
tent  colorees  en  violet  ;  une  contre-coloration 
de  la  preparation  a  la  safranine  permet  de  voir 
les  cellules  decolorees.  Les  cellules  retenant  le 
violet  de  gentiane  sont  dites  Gram  positives 
tandis  que  les  autres,  apparaissant  en  rose, 
sont  dites  Gram  negatives. 

Au  depart,  cette  distinction  etait  purement  ope- 
rahonnelle,  et  seules  les  methodes  de  la  micro- 
scopie  electronique  ont  permis  de  comprendre 
les  raisons  precises  de  la  difference  de  colora¬ 
tion  obtenue  suivant  les  souches.  En  fait,  c'est 
l'organisation  de  la  paroi  des  Bacteries  qui  est 
responsable  de  ce  comportement  vis-a-vis  de  la 
coloration  :  chez  les  Gram  negatives,  dont  le 
peptidoglycane  est  tres  fin,  l'alcool  penetre  aise- 
ment  dans  le  cytoplasme  et  efface  la  coloration 
bleue  initiale  ;  l'epaisseur  tres  importante  du 
peptidoglycane  chez  les  secondes  empeche  que 
la  decoloration  par  l'alcool  soit  efficace. 


L'organisation  de  la  paroi  d'une  bacterie  Gram 
positive  ( Staphylococcus  aureus)  est  prise  comme 
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Structure  du  peptidoglycane  chez  Staphylococcus  aureus 

De  longues  chaines  polysaccharidiques  sont  constitutes 
d'une  succession  de  disaccharides  (derives  d'oses  alter- 
nes  :  N  acetyl-glucosamine  et  N  acide  acetyl-mura- 
mique  ;  NAG  et  NAM)  ;  elles  portent  lateralement  des 
pentapeptides  formes  d'une  succession  d'acides  amines 
L  et  D  (accroches  aux  residus  NAM).  Deux  chaines  ainsi 
branchees  (NAM  pentapeptide-NAG)  sont  reunies  l'une 
a  l'autre  par  des  pentapeptides  monotones  (dits  Gly  5), 
qui  s'accrochent  au  niveau  des  residus  n°  3  et  n°  4  de 
deux  branches  voisines. 


14.  De  la  cellule  A  l'organisme.  La  differenciation  cellulaire  437 


-  la  macromolecule  est  organisee  a  l'exterieur  de  la 
cellule  alors  que  les  precurseurs,  qui  sont  formes 
au  sein  du  cytoplasme,  ne  peuvent  pas  etre 
secretes  par  exocytose  (a  la  maniere  de  ce  qui  se 
passe  chez  les  Eucaryotes),  ce  processus  n'exis- 
tant  pas  chez  les  Bacteries  ; 

-  les  enzymes  qui  catalysent  l'assemblage  final  par 
reticulation  sont  necessairement  situees  a  l'exte- 
rieur  de  la  cellule,  ce  qui  implique  un  mecanisme 
specifique  de  transfert  de  proteines  a  travers  la 
membrane  plasmique  (voir  chapitre  9) ; 

-  la  croissance  cellulaire  implique  un  accroisse- 
ment  constant  de  la  surface  du  peptidoglycane 
(qui  doit  conserver  son  epaisseur)  ;  ceci  ne  peut 
etre  realise  que  par  un  subtil  equilibre  entre  la 
destruction  menagee  de  certaines  liaisons  cova- 
lentes  dans  la  macromolecule  et  l'intercalation 
simultanee  de  nouvelles  unites  de  structure. 

Les  bacteries  Gram  positives  possedent  aussi 
dans  leur  paroi  des  composes  specifiques  :  les 
acides  teichoi'ques,  longues  molecules  formees 
d'une  succession  d'H3P04  et  de  glycerol  (ou  de 
ribitol)  lies  par  des  liaisons  phosphoester  ;  divers 
residus  (sucres,  acides  amines)  sont  branches  late- 
ralement  sur  les  alcools.  Ces  molecules,  qui  «poin- 
tent»  perpendiculairement  a  la  membrane 
plasmique,  a  travers  le  peptidoglycane  auquel 
elles  sont  liees,  sont  ou  non  accrochees  aux  phos- 
pholipides  membranaires.  La  structure  comparee 
des  parois  des  Bacteries  Gram  positives  et  Gram 
negatives  a  ete  presentee  dans  la  figure  2.13  ;  on 
rappelle  que  le  peptidoglycane  de  ces  dernieres  est 
tres  fin  et  double,  a  l'exterieur,  d'une  deuxieme 
membrane  phospholipidique.  De  nombreuses 
especes  bacteriennes  possedent  en  outre,  a  l'exte¬ 
rieur  de  leur  paroi,  une  enveloppe  visqueuse 
appelee  capsule.  Celle-ci  est  de  nature  polysaccha- 
ridique  (molecules  de  type  acide  hyaluronique)  et 
proteique  ;  elle  intervient  dans  les  phenomenes 
d'adherence  des  bacteries  avec  leur  substrat  ou 
des  cellules  entre  elles,  ainsi  que  dans  la  protection 
des  cellules  contre  divers  agents  agressifs  de 
l'environnement.  Certains  de  ces  composes  posse¬ 
dent  des  proprietes  antigeniques  importantes. 

3.2  Comparaison  entre  les  matrices 

extracellulaires  des  differents  groupes 
d'etres  vivants 


La  comparaison  de  la  composition  et  de  l'orga- 
nisation  des  matrices  extracellulaires,  chez  tous  les 
etres  vivants,  conduit  a  des  observations  interes- 


santes.  Les  points  communs  sont  les  suivants  :  au 
plan  chimique,  on  trouve  dans  tous  les  cas  des 
polysaccharides  libres  ou  lies  dont  certains  ele¬ 
ments  constitutifs  sont  d'une  remarquable  univer¬ 
sality.  On  observe  ainsi  que  :  1)  un  grand  nombre 
de  ces  polysaccharides  sont  des  polymeres  de 
motifs  disaccharidiques,  2)  la  N-acetylglucosa- 
mine,  decrite  dans  le  peptidoglycane  bacterien,  se 
retrouve  aussi  bien  dans  la  chitine  des 
Champignons  et  des  Insectes  que  dans  les  glycosa- 
minoglycanes  des  Vertebres,  3)  les  acides  uro- 
niques  existent  dans  les  pectines  des  Vegetaux  et 
les  glycosaminoglycanes  des  Vertebres.  On 
remarque  aussi  que  les  deux  glycoproteines  extra¬ 
cellulaires  majeures  trouvees  chez  les  Animaux  et 
les  Vegetaux  ont  en  commun  une  grande  richesse 
en  proline  et  en  hydroxyproline.  II  faut  signaler  ici 
la  presence  remarquable  de  cellulose,  constituant 
typiquement  vegetal,  dans  la  composition  d'une 
matrice  extracellulaire  (la  tunique  protectrice)  par- 
ticuliere  secretee  par  l'epiderme  des  Tuniciers 
(Animaux  marins  du  groupe  des  Prochordes). 

Au  plan  de  l'organisation,  on  trouve  de  fa«;on 
constante  une  structure  de  nature  double  a  base  de 
fibres  et  de  matrice  amorphe,  semblable  a  du  beton 
arme  et  ayant  les  memes  proprietes  de  resistance 
et  de  souplesse.  On  notera  aussi  la  convergence 
moleculaire  etonnante  realisee  dans  les  structures 
en  contre-plaque  observees  dans  les  parois  cellu- 
laires  epaissies  des  vegetaux  superieurs  (a  base  de 
fibres  de  cellulose),  et  dans  les  matrices  extracellu¬ 
laires  des  tissus  conjonctifs  serres  de  l'os  ou  de  la 
cornee  des  Vertebres  (a  base  de  fibres  de 
collagene).  Enfin,  il  faut  signaler  la  ressemblance 
entre  le  reseau  de  lignine  des  parois  vegetales  et  le 
peptidoglycane  bacterien,  tous  deux  constituant 
des  systemes  covalents  tridimensionnels. 

En  ce  qui  concerne  les  differences  majeures  entre 
les  Animaux  et  les  Vegetaux,  on  notera  que,  chez 
les  premiers,  il  existe  une  grande  diversite  des 
composants  de  nature  proteique  (proteines  non 
glycosylees,  glycoproteines,  proteoglycanes),  alors 
que  les  seconds  ont  surtout  diversifie  des  compo¬ 
ses  polysaccharidiques  libres,  neutres  ou  charges. 

3.3  Interactions  entre  cellules  et  matrices 


3.3.1.  LE  CONTACT  ENTRE  LES  CELLULES 
ET  LEUR  MATRICE  :  LES  INTEGRINES 

Ces  proteines,  qui  constituent  le  lien  direct  entre 
la  cellule  et  sa  matrice  extracellulaire,  ont  a  ce  titre 
des  fonctions  tres  importantes  car,  non  seulement 


438  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


elles  permettent  l'accrochage  physique  entre  les 
deux,  mais  elles  servent  ainsi  de  relais  et  de  sys¬ 
tems  de  transmission  de  signaux  (transduction) 
entre  la  matrice  et  le  cytosquelette  (voir  cha- 
pitre  11).  Elles  sont  une  des  clefs  des  interactions 
entre  la  cellule  et  son  environnement  immediat  ; 
de  nombreux  exemples  en  seront  donnes  plus  loin. 
De  plus,  elles  sont  impliquees  dans  les  deplace¬ 
ments  des  cellules  sur  leur  substrat,  d'ou  leur  role 
capital  au  cours  du  developpement  embryonnaire. 
Les  integrines  sont  des  proteines  glycosylees  de  la 
surface  cellulaire  ;  elles  sont  constitutes  de  deux 
sous-unites  transmembranaires  differentes  (hete- 
rodimere  a|3)  possedant  un  important  domaine 
extracellulaire  (voir  figure  14.17).  Elles  fonction- 
nent  comme  des  recepteurs  membranaires 
capables  de  reconnaitre  a  la  fois  (au  moins  dans  le 
cas  des  fibroblastes,  ou  elles  sont  le  mieux  connues) 
la  laminine  et  la  fibronectine,  au  niveau  de 
sequences  communes  d'acides  amines  specifiques. 

3.3.2.  Points  de  contact  focaux 

ET  HEMIDESMOSOMES 

Du  cote  intracellulaire,  les  integrines  entrent  en 
contact  avec  les  faisceaux  de  microfilaments 
d'actine  du  cytosquelette,  via  un  systeme  complexe 


de  proteines,  parmi  lesquelles  on  peut  signaler  la 
taline,  la  vinculine  et  l'a  actinine.  Dans  les  fibro¬ 
blastes  immobiles  en  culture,  toutes  ces  proteines 
sont  particulierement  concentrees  dans  les  zones 
d'ancrage  au  substrat  appellees  points  de  contact 
focaux  ou  plaques  d'adherence  (voir  figure  14.17 
et  chapitre  11).  C'est  a  leur  niveau  que  s'accro- 
chent  les  puissants  cables  d'actine  qui  maintien- 
nent  la  forme  aplatie  de  la  cellule.  Les  integrines 
ont  aussi  un  role  a  jouer  dans  la  mobilite  et  les 
migrations  cellulaires.  Dans  ce  cas,  elles  doivent 
permettre  au  contraire  une  fixation  labile  et  rever¬ 
sible  au  support  :  elles  sont  alors  reparties  et 
diluees  sur  toute  la  surface  cellulaire,  ce  qui  a  pour 
consequence  que  le  cytosquelette  d'actine  devient 
tres  dynamique  (car  les  microfilaments  se  polyme- 
risent  et  se  depolymerisent  aisement). 

Les  hemidesmosomes  ont  la  meme  organisa¬ 
tion  generale  que  les  desmosomes  ponctuels  mais 
ils  correspondent  a  une  moitie  seulement  de  leur 
structure.  On  ne  les  trouve  que  dans  les  regions  ou 
les  cellules  epitheliales  sont  en  contact  avec  leur 
lame  basale.  Les  proteines  transmembranaires 
(integrines)  qui  partent  de  la  plaque  intracellulaire 
s'enfoncent  profondement  dans  la  lame  basale  ou 
elles  ancrent  solidement  la  cellule. 


matrice  extracellulaire 

Figure  14.17 

Structure  generale  des  integrines  et  organisation  des  points  de  contact  focaux 

L'architecture  moleculaire  complexe  de  ces  derniers  permet  le  rapprochement  entre  le  cytosquelette  d'actine  et  la 
matrice  extracellulaire,  a  travers  la  membrane  plasmique. 
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3.3.3.  Orientation  de  la  matrice  extra- 

CELLULAIRE  PAR  LES  CELLULES  ELLES-MEMES 

De  nombreux  exemples  pris  dans  le  monde  ani¬ 
mal  ou  vegetal  montrent  que  les  matrices  sont 
orientees  par  les  cellules  qui  les  secretent. 
L'exemple  suivant  est  particulierement  eclairant  : 
lorsque  des  fibroblastes  sont  cultives  sur  un  milieu 
contenant  des  fibres  de  collagene  non  orientees,  on 
constate  qu'ils  contractent  des  liaisons  avec  ces 
fibres  et  qu'ils  peuvent,  par  leurs  deplacements  ou 
leurs  deformations,  les  organiser  en  cables  alignes 
ou  en  feuillets  serres.  Cette  action  peut  aussi 
s'exercer  a  longue  distance,  sans  doute  par  un  effet 
d'amorcage  d'un  processus  d'autoassemblage  ;  les 
mecanismes  exacts  qui  sont  mis  en  oeuvre  sont 
inconnus.  On  observe  egalement  que  les  fibres 
extracellulaires  de  fibronectine  presentes  dans  le 
support  montrent  la  meme  disposition  et  la  meme 
orientation  que  les  cables  d'actine  contenus  au  sein 
de  ces  memes  cellules.  Cette  coincidence  remar- 
quable  est  due  au  fait  que  des  connexions  s'etablis- 
sent  entre  les  deux  reseaux,  a  travers  la  membrane 
plasmique,  au  niveau  des  points  de  contact  focaux, 
grace  aux  proteines  transmembranaires  nominees 
integrines  (ici  les  recepteurs  de  la  fibronectine). 

Chez  les  cellules  vegetales,  le  cytosquelette  per- 
met  aussi  d'orienter  la  repartition  des  molecules 
de  la  matrice  ;  cette  coincidence  concerne  ici  le 
reseau  de  microtubules  et  les  fibres  de  cellulose. 
Dans  les  cellules  interphasiques,  les  microtubules 
sont  essentiellement  corticaux  et  etroitement  acco- 
les  a  la  face  interne  de  la  membrane  plasmique 
(voir  chapitre  11)  ;  ils  sont  en  outre  organises  en 
faisceaux  paralleles  disposes  perpendiculairement 
au  grand  axe  de  la  cellule  (axe  d'elongation).  Or,  les 
fibrilles  de  cellulose  situees  juste  a  l'exterieur  de  la 
cellule  presentent  exactement  la  meme  disposi¬ 
tion  ;  ces  dernieres  sont  mises  en  place  au  niveau  de 
la  membrane  plasmique  grace  a  de  gros  complexes 
enzymatiques  appeles  rosettes  de  cellulose  syn¬ 
thetase.  II  existe  un  rapport  constant  entre  la  pre¬ 
sence  des  microtubules  et  la  production  localisee 
des  fibrilles  de  cellulose,  en  particulier  dans  les 
cellules  qui  se  specialised  dans  la  mise  en  place 
d'epaississements  de  la  paroi,  tels  que  ceux  trouves 
dans  les  vaisseaux  du  xyleme.  Ceci  est  atteste  expe- 
rimentalement  par  l'utilisation  de  drogues  qui 
desorganisent  les  microtubules  ;  les  cellules  ainsi 
traitees  modifient  completement  leur  programme 
de  differentiation  relatif  a  la  paroi  cellulosique. 

Le  mecanisme  moleculaire  assurant  cette  corres- 
pondance  exacte  entre  les  deux  systemes  est 


encore  mal  compris.  Deux  modeles  proposent  que 
les  microtubules  guident  directement  le  mouve- 
ment  des  rosettes  de  cellulose  synthetase,  en  fonc- 
tionnant  comme  des  rails,  ou  bien  que  l'enzyme 
soit  localisee  dans  les  espaces  de  la  membrane 
plasmique  situes  entre  les  microtubules  (le  confi¬ 
nement  des  rosettes  entre  les  rails  aboutissant  fina- 
lement  au  meme  resultat  que  le  modele  precedent). 

4.  DIVERSITE 

DES  FONCTIONS  DES  MATRICES 
EXTRACELLULAIRES 


4.1  Role  de  maintien 

des  cellules  individuelles 


Ce  role  est  evident  pour  les  cellules  bacte- 
riennes  et  les  Vegetaux  unicellulaires  :  Algues 
telles  que  Chlamydomonas,  ou  Champignons, 
comme  la  levure  de  biere  ;  nous  ne  reviendrons 
pas  sur  cet  aspect.  Les  matrices  extracellulaires  des 
Vegetaux  font  parfois  l'objet  d'une  mineralisation 
qui  renforce  la  resistance  mecanique  de  la  paroi. 
Par  exemple,  les  Algues  dites  «calcaires»  ont  une 
paroi  impregnee  de  calcite  ou  d'aragonite 
(CaC03) ;  les  Diatomees  possedent  une  paroi  silici- 
fiee,  etc.  De  la  meme  fa  con,  divers  Protistes  sont 
proteges  par  une  coque  (ou  test)  extracellulaire, 
renfermant  souvent  de  la  chitine  ;  on  peut  citer  les 
exemples  de  certains  Foraminiferes  (qui  ont  en 
general  une  coquille  externe  de  calcite)  ou  de  cer- 
taines  Amibes  (dites  testacees). 

4.2  Role  de  «remplissage» 

et  de  consolidation  des  tissus 


Chez  les  Vegetaux  pluricellulaires,  l'ensemble 
des  parois  forme  un  edifice  rigide  qui  assure  le 
port  dresse  des  plantes  herbacees  ou  ligneuses.  On 
doit  souligner  ici  le  role  capital  de  la  lignification 
dans  la  formation  des  parois  secondaires  :  son 
acquisition  (il  y  a  environ  500  millions  d'annees) 
represente  une  etape  evolutive  importante. 
L'apparition  du  bois  a  conduit  a  l'augmentation  et 
au  renforcement  des  tissus  de  soutien  et  de 
conduction.  Ce  squelette  cellulaire  externe  a  ainsi 
permis  la  realisation  d'organismes  aeriens  de  tres 
grande  taille  (jusqu'a  100  m  de  haut  !)  et  double- 
ment  aptes  a  capturer  une  quantite  importante  de 
lumiere  par  leur  feuillage  et  a  pomper  efficace- 
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merit  l'eau  et  les  sels  mineraux  dans  le  sol,  grace  a 
leurs  racines.  Des  lors,  la  conquete  rapide  du 
milieu  terrestre  par  les  Vegetaux  devenait  pos¬ 
sible.  L'importance  de  la  biomasse  representee  par 
les  matrices  extracellulaires  des  Vegetaux  aeriens 
est  considerable  :  l'accroissement  annuel  de  la 
masse  de  la  cellulose  seule  est  de  plusieurs  mil¬ 
liards  de  tonnes.  La  cellulose  et  la  lignine  sont  les 
deux  molecules  organiques  les  plus  abondantes 
sur  la  planete  ;  a  elles  seules,  elles  constituent  les 
3/4  de  la  biomasse  terrestre. 

Chez  les  Animaux,  le  premier  role  des  matrices 
extracellulaires  est  celui  de  remplissage  des 
espaces  intercellulaires  ;  cette  fonction  est  deja 
decrite  chez  les  Eponges  et  les  Cnidaires  (il  suffit 
de  penser  a  l'abondante  mesoglee  des  Meduses, 
par  exemple).  Les  organismes  les  plus  simples 
fabriquent  du  collagene,  des  glycosaminoglycanes 
ou  de  la  chitine,  qui  sont  done  des  composes  evo- 
lutivement  anciens.  On  a  vu  que  les  tissus  conjonc- 
tifs  laches  contiennent  un  enchevetrement 
complexe  de  proteines  fibreuses  (collagene  et 
elastine)  baignant  dans  un  gel  tres  hydrate  d'acide 
hyaluronique  et  de  proteoglycanes  (substance  fon- 
damentale).  Ce  gel  permet  la  diffusion  aisee  de 
l'eau,  des  ions,  des  nutriments,  des  hormones,  des 
facteurs  de  croissance  et  autres  moyens  de  signali- 
sation  intercellulaire.  Cependant,  ces  matrices 
extracellulaires  peuvent,  dans  certains  cas,  devenir 
compactes  et  rigides  et  former  soit  des  exosque- 
lettes,  soit  des  endosquelettes. 

•  Les  exosquelettes  sont  des  matrices  secretees 
par  les  cellules  de  l'epiderme  unistratifie  de  cer¬ 
tains  Animaux  ;  lorsque  ces  derniers  sont  aqua- 
tiques,  cette  matrice  est  souvent  mineralisee  par 
du  CaC03.  On  peut  citer  a  ce  sujet  la  coquille  des 
Mollusques  et  la  carapace  des  Crustaces  (formees 
d'un  melange  de  chitine  et  de  proteines,  et  calci- 
fiees),  ou  l'exosquelette  plus  ou  moins  epais  des 
Cnidaires  (par  exemple,  les  coraux)  ;  celui  des 
Insectes  est  constitue,  par  contre,  uniquement  de 
chitine  et  de  proteines.  On  rappelle  aussi  l'exis- 
tence  de  la  tunique  des  Tuniciers,  qui  est  un  exos- 
quelette  epais,  tres  riche  en  eau,  contenant  divers 
glycosaminoglycanes,  et  renforce  par  des  fibres  de 
cellulose.  La  cellulose  et  la  chitine  sont  d'ailleurs 
deux  molecules  tres  voisines  :  ce  sont  des  polysac¬ 
charides  de  type  (3  (1-4)  ;  un  groupement  OH  est 
simplement  remplace  dans  la  seconde  par  un  ami- 
noacetyle,  au  niveau  du  glucose. 


•  L'endosquelette  des  Vertebres  (cartilage,  < 
ecailles)  provient  de  l'impregnation  de  la  matrii 


au  niveau  des  fibres  de  collagene,  par  des  cristaux 
de  phosphate  de  calcium.  Par  sa  double  structure, 
de  type  beton  arme,  l'os  est  un  materiau  tres  resis¬ 
tant  :  les  fibres  de  collagene  lui  conferent  une  resis¬ 
tance  aux  forces  de  traction,  alors  que  les  cristaux 
mineraux  lui  conferent  une  resistance  a  la  com¬ 
pression.  II  possede,  de  plus,  une  structure  en 
contre-plaque  en  raison  de  la  disposition  des  fibres 
de  collagene  qui  sont  agencees  en  couches  orientees 
perpendiculairement  les  unes  aux  autres.  L'os  est 
un  tissu  vivant,  qui  subit  un  remodelage  et  un 
renouvellement  constants,  par  le  jeu  de  cellules  qui 
detruisent  la  matrice  mineralisee  :  les  osteoclastes, 
et  de  cellules  qui  la  construisent :  les  osteoblastes. 

4.3  Role  dans  le  maintien 
d'un  etat  difference 

II  est  demontre  que  certaines  macromolecules 
des  matrices  extracellulaires  influent  sur  la  forme 
et  la  polarite  des  cellules,  ainsi  que  sur  leurs  capa- 
cites  de  synthese  et  leur  differenciation.  Si  des 
chondrocytes  sont  cultives  in  vitro,  sur  un  milieu 
structure  (une  matrice  artificielle  formee  d'un  gel), 
ils  conservent  une  forme  typique  arrondie  et  conti- 
nuent  a  secreter  une  matrice  extracellulaire  speci- 
fique,  voisine  par  sa  composition  chimique 
(presence  de  collagene  de  type  II)  de  celle  trouvee 
dans  le  cartilage  d'origine.  Cette  aptitude  est 
maintenue  a  travers  de  nombreux  repiquages  ; 
cependant,  si  on  cultive  les  cellules  a  faible  densite 
de  population,  dans  un  milieu  liquide  banal,  on 
constate  qu'elles  se  modifient  progressivement. 
Elles  cessent  de  fabriquer  du  collagene  de  type  II 
et  se  mettent  a  synthetiser  du  collagene  de  type  I 
(code  par  un  autre  gene),  a  la  maniere  des  fibro- 
blastes.  Apres  un  mois  de  culture  dans  ces  condi¬ 
tions,  presque  toutes  les  cellules  ressemblent  a  des 
fibroblastes  et  fabriquent  du  collagene  de  type  I. 

La  matrice  extracellulaire  influence  directement, 
au  moyen  d'une  boucle  de  retroaction  encore  mal 
connue,  le  maintien  d'un  etat  differencie  ;  le  role 
des  integrines  dans  la  transduction  des  signaux 
exterieurs  est  fortement  soupqonne.  Si,  par  exemple, 
on  ajoute  a  une  culture  de  chondrocytes  de  l'acide 
hyaluronique  purifie  (qui  est  normalement  secrete 
en  abondance  par  les  fibroblastes),  celui-ci  inhibe 
fortement  la  synthese  de  matrice  cartilagineuse  et 
accelere  le  phenomene  de  changement  decrit  plus 
haut.  Inversement,  in  vivo  il  apparait  que,  lors  de 
la  croissance  du  tissu  cartilagineux,  des  cellules  de 
type  fibroblastique  appartenant  au  perichondre 
sont  progressivement  recrutees  et  transformees  en 
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chondrocytes.  Ce  phenomene  est  done  non  seule- 
ment  auto-entretenu,  mais  aussi  «contagieux». 

De  meme,  on  observe  que  les  cellules  de  la  cor- 
nee  (qui,  in  vivo,  organisent  les  fibres  de  collagene 
a  la  maniere  d'un  contre-plaque)  ne  synthetisent 
pratiquement  pas  de  collagene  lorsqu'on  les  cul- 
tive  sur  des  surfaces  nues  (comme  le  fond  des 
boites  de  culture  en  plastique).  En  revanche,  si  on 
les  ensemence  sur  un  support  contenant  des  mole¬ 
cules  de  matrice  extracellulaire  (fibronectine, 
laminine),  elles  se  mettent  a  secreter  une  grande 
quantity  de  collagene.  De  fa  con  habituelle,  les  cel¬ 
lules  epitheliales  cultivees  sur  support  synthetique 
adherent  faiblement  au  substratum  ;  elles  presen- 
tent  une  lame  basale  mal  organisee  et  leur  cytos- 
quelette  ne  possede  pas  une  architecture  typique 
de  ce  type  cellulaire.  Si  on  les  cultive,  comme  pre- 
cedemment,  sur  un  support  traite  par  des  mole¬ 
cules  de  matrice,  la  lame  basale  devient  reguliere, 
l'adherence  est  plus  forte,  les  cellules  s'etalent  bien 
sur  le  fond  en  meme  temps  que  leur  cytosquelette 
s'organise  normalement.  Une  cellule  peut  done 
creer  un  environnement  specifique  qui,  en  retour, 
renforce  sa  differentiation. 

4.4  Role  dans  le  controle 

de  la  proliferation  cellulaire 

Un  exemple  de  ce  type  de  controle  effectue  par 
une  matrice  extracellulaire  est  fourni  par  l'etude  du 
renouvellement  des  epitheliums.  De  fagon  gene- 
rale,  ce  renouvellement  est  assure  par  la  multipli¬ 
cation  de  cellules-souches  immortelles  ;  dans  le 
cas  des  epitheliums  pluristratifies  (epiderme  de  la 
peau),  celles-ci  sont  situees  a  leur  base  et  elles  sont 
en  contact  direct  avec  la  lame  basale.  Ces  cellules 
se  divisent  indefiniment  et  sont  a  l'origine  de  cel¬ 
lules  qui  perdent  cette  aptitude  et  se  differencient 
tout  en  quittant  la  partie  inferieure  de  l'epithe- 
lium.  Ce  caractere  specifique  des  cellules-souches 
ne  semble  pas  pour  autant  etre  une  propriety 
intrinseque  puisque,  si  des  cellules  de  ce  genre 
sont  detrudes  artificiellement,  elles  peuvent  etre 
remplacees  rapidement  par  des  cellules  voisines 
qui  s'installent  sur  la  lame  basale  et  acquierent  de 
novo  le  caractere  d 'immortality.  Comme  ceci  est 
clairement  sous  le  controle  de  facteurs  externes,  on 
considere  que  e'est  le  contact  direct  de  la  cellule 
avec  la  lame  basale  qui  est  un  element  determinant 
dans  le  maintien  de  l'aptitude  a  proliferer. 

De  meme,  on  constate  que  de  nombreuses  cel¬ 
lules  animales  cultivees  in  vitro  manifestent  des 


proprietes  de  proliferation  tres  differentes  selon 
leurs  conditions  de  culture.  Lorsqu'elles  sont 
maintenues  a  l'etat  isole  et  en  suspension,  elles  ne 
se  divisent  pratiquement  jamais.  Si,  au  contraire, 
on  leur  laisse  la  possibility  d'adherer  sur  un  sup¬ 
port,  elles  peuvent  entrer  en  division,  et  ceci 
d'autant  plus  frequemment  qu'elles  s'etalent 
davantage  sur  une  surface.  Un  simple  changement 
de  forme,  lie  a  des  modifications  de  rapport  avec 
l'environnement  entraine  ainsi  des  modifications 
biochimiques  et  moleculaires  des  cellules,  et  un 
changement  de  leur  programme  genetique.  Le 
controle  de  la  division  semble  done  associe  a 
l'organisation  du  cytosquelette  (dont  on  sait  qu'il 
peut  etre  influence  par  la  matrice  extracellulaire)  ; 
on  parle  de  dependance  d'ancrage  de  la  division 
cellulaire  pour  decrire  ce  phenomene  qui  touche 
les  cellules  normales.  De  meme,  on  constate  que 
presque  toutes  les  cellules  cancereuses,  qui  sont 
caracterisees  par  une  proliferation  anarchique  et 
continue,  ont  perdu  cette  dependance  vis-a-vis  du 
substrat  pour  leur  division. 

4.5  Role  dans  la  migration  cellulaire 

L'acide  hyaluronique  et  les  proteines  de  la 
matrice  extracellulaire  decrites  plus  haut  inter- 
viennent  de  maniere  capitale  dans  les  phenomenes 
de  migration  cellulaire  ;  si  le  premier  compose  est 
present  dans  tous  les  tissus  et  fluides  des  animaux 
adultes,  il  est  particulierement  abondant  dans  les 
tissus  embryonnaires.  On  a  montre  que  leur 
matrice  jouait  un  role  dans  ces  processus  au  cours 
du  developpement  precoce,  ainsi  que  dans  les  tis¬ 
sus  de  l'adulte  en  cours  de  cicatrisation,  apres 
lesion.  Ceci  est  illustre  grace  a  l'exemple  classique 
de  la  migration  des  cellules  de  la  Crete  neurale 
chez  les  Vertebres  (le  poulet,  en  particulier). 

Ces  cellules  embryonnaires  constituent  une 
population  originale  caracterisee  par  une  capacity 
remarquable  de  migration  et  de  colonisation  de 
nombreux  territoires  de  l'embryon.  Elles  se  tor¬ 
ment  lors  de  la  fermeture  de  la  gouttiere  neurale,  a 
la  limite  de  l'epiblaste  et  du  neuroblaste.  Apres 
une  phase  de  division  active,  elles  acquierent  des 
proprietes  migratrices,  se  dispersent  dans 
l'embryon  et  sont  a  l'origine  de  nombreux  types 
differences  :  cellules  pigmentaires,  glandulaires 
(medullosurrenale,  parathyroide),  certaines  cel¬ 
lules  musculaires,  squelettiques  ou  nerveuses 
(ganglions  du  systeme  nerveux  peripherique). 
Plusieurs  facteurs  sont  mis  en  jeu  lors  de  l'initia- 
tion  de  la  migration  : 
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-  decrochement  des  cellules  de  la  membrane 
basale  de  l'epithelium  initial ; 

-perte  des  proprietes  d'adherence  (N-CAM  et 
cadherines  ;  voir  plus  haut) ;  ces  proteines  sont  a 
nouveau  exprimees  lorsque  les  cellules  s'agre- 
gent  pour  former  les  ganglions  peripheriques  ; 

-  mise  en  place  d'espaces  de  migration  grace  a  une 
production  en  masse  d'acide  hyaluronique  ;  ce 
compose,  tres  avide  d'eau,  provoque  un  gonfle- 
ment  de  la  matrice  extracellulaire  et  tend  a  sepa- 
rer  les  cellules  les  unes  des  autres.  II  facilite  ainsi 
le  deplacement  des  cellules  mobiles,  d'autant 
plus  qu'il  possede  d'evidentes  proprietes  de 
lubrifiant.  Quand  cette  periode  est  terminee, 
l'acide  hyaluronique  est  degrade  par  une 
enzyme  nommee  hyaluronidase ; 

-  mise  en  place  de  voies  de  migration  grace  a  des 
proteines  servant  de  support,  telles  que  la 
fibronectine  et  la  laminine. 

On  a  montre  que  ces  dernieres  permettent  un 
deplacement  actif  des  cellules  migratrices  ;  en 
effet  :  1)  elles  guident  in  vitro  le  deplacement  des 
cellules  ;  si  le  fond  d'une  boite  de  Petri  est  recou- 
vert  d'une  bande  etroite  de  l'une  de  ces  deux 
molecules,  on  observe  que  les  cellules  de  la  crete 
neurale  se  deplacent  exclusivement  sur  cette 
bande  ;  2)  la  distribution  in  vivo  de  ces  deux  mole¬ 
cules,  au  sein  de  l'embryon,  est  exactement  corre- 
lee  avec  le  deplacement  des  cellules  ;  elles 
apparaissent  toujours  peu  de  temps  avant  le  debut 
de  la  migration  ;  3)  des  anticorps  diriges  contre  les 
recepteurs  cellulaires  de  la  fibronectine  (ou  contre 
la  fibronectine  elle-meme),  injectes  aux  embryons, 
perturbent  considerablement  la  migration  des  cel¬ 
lules  et  l'organogenese  qui  s'en  suit.  La  direction- 
nalite  du  mouvement  est  sans  doute  assuree  par 
des  mecanismes  chimiotactiques  encore  mal 
connus.  Les  trajets  des  cellules  de  la  Crete  neurale 
sont  parfaitement  definis  au  sein  de  l'embryon  ;  ils 
different  selon  les  especes  et  selon  le  niveau  d'ori- 
gine  des  cellules  le  long  de  l'organisme. 


Figure  14.18 

Lame  basale  du  glomerule  renal 

Cette  lame  basale  particuliere  a  une  epaisseur  double 
des  autres,  car  elle  provient  de  l'accolement  de  celle  des 
cellules  endotheliales  des  capillaires  et  de  celle  de  l'epi¬ 
thelium  glomerulaire.  Ces  deux  monocouches  cellulaires 
sont  fenestrees  (forment  des  interstices),  de  sorte  que  les 
contenus  des  lumieres  des  deux  cavites  ne  sont  separes 
que  par  la  lame  basale  commune ;  cliche  Labo.  BG.,  Orsay. 


sanguin,  alors  que  l'eau,  les  ions  et  les  petites 
molecules  passent  aisement.  II  s'agit  d'un  veritable 
tamisage  des  molecules,  en  fonction  de  leur  taille 
et  de  leur  charge,  car  la  lame  basale  se  comporte 
comme  un  gel  lui-meme  charge  et  dont  la  maille, 
tres  precise,  peut  cependant  etre  variable.  Une 
situation  voisine  est  realisee  dans  les  alveoles  pul- 
monaires.  Les  lames  basales  qui  entourent  toutes 
les  cellules  formant  les  capillaires  de  l'organisme 
ont  aussi  un  role  de  filtration  moleculaire  ;  dans  ce 
cas,  cette  barriere  peut  etre  selective  car,  sous  cer- 
taines  conditions,  elle  laisse  passer  des  cellules 
telles  que  les  macrophages  ou  les  lymphocytes  qui 
penetrent  ainsi  dans  les  tissus  conjonctifs  pour  y 
accomplir  leurs  fonctions  defensives. 

Les  lames  basales  entourant  les  cellules  muscu- 
laires  lisses  ou  striees  servent  enfin  a  souder  les 
cellules  les  unes  aux  autres  et  a  maintenir  la  cohe¬ 
sion  du  tissu.  Si  l'on  ajoute  a  ceci  leur  role  dans  le 
maintien  de  l'etat  determine  des  cellules-souches 
epitheliales,  evoque  plus  haut,  on  doit  conclure  a 
une  polyvalence  fonctionnelle  considerable  de  ces 
structures  si  discretes  et  apparemment  anodines. 


4.6  Roles  specifiques 

de  certaines  lames  basales 


Un  role  important,  particulier  a  certaines  lames 
basales,  est  celui  de  filtration  moleculaire. 
L'exemple  le  plus  classique  est  celui  de  la  lame 
basale  du  glomerule  renal  qui  filtre  le  sang  pour 
former  le  filtrat  urinaire  (voir  figure  14.18)  :  les  cel¬ 
lules  et  la  plupart  des  proteines  ne  franchissent 
pas  cette  barriere  et  sont  retenues  dans  le  plasma 


5.  COMMUNICATION 
A  DISTANCE  ENTRE  CELLULES 
AU  SEIN  DE  L'ORGANISME 


Outre  les  contacts  directs  entre  cellules  voisines, 
la  realisation  et  le  bon  fonctionnement  d'un  orga- 
nisme  pluricellulaire  necessitent  egalement  l'eta- 
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blissement  de  communications  a  longue  distance 
entre  cellules  appartenant  a  des  organes  differents. 
La  description  de  ces  phenomenes  a  l'echelle  de 
l'organisme  et  l'etude  des  mecanismes  qui  sont 
mis  en  oeuvre  relevent  classiquement  de  la  physio- 
logie  animale  ou  vegetale,  et  debordent  le  cadre  de 
cet  ouvrage.  Cependant,  ils  presentent  des  aspects 
cellulaires  dont  certains  ont  ete  evoques  dans  les 
chapitres  precedents.  Nous  nous  contenterons 
done  ici  de  rappeler  les  principales  notions  rela¬ 
tives  a  la  communication  chimique  entre  les  cel¬ 
lules.  La  communication  a  distance  au  sein  d'un 
organisme  remplit  deux  fonctions  essentielles. 

•  Elle  permet  tout  d'abord  de  regler  la  croissa- 
nce  et  le  rythme  de  division  des  cellules,  de  fa^on 
a  assurer  le  developpement  harmonieux  des  tissus 
et  des  organes.  De  plus,  elle  assure  un  controle 
permanent  du  fonctionnement  individuel  de  ces 
derniers,  de  fa^on  a  adapter  leur  action  aux 
besoins  de  l'organisme  ou  aux  variations  du 
milieu.  Enfin,  elle  participe,  chez  les  organismes 
les  plus  complexes,  a  la  necessaire  coordination 
des  activites  des  differents  organes  entre  eux. 

•  Elle  permet  aussi,  en  particulier  chez  les 
Animaux,  d'etablir  un  echange  rapide  d'informa- 
tions  entre  parties  parfois  tres  eloignees  de  l'orga¬ 
nisme.  Celui-ci  se  realise  entre  des  organes 
sensoriels  percevant  des  stimuli  chimiques  ou 
physiques,  d'origine  interne  ou  bien  provenant  du 
milieu  environnant,  et  d'autres  organes,  dits  effec- 
teurs,  qui  induisent  une  reaction  adaptative  et  un 
comportement  parfois  complexes. 

Chez  ces  derniers,  cette  communication  a  dis¬ 
tance  met  en  jeu  des  substances  chimiques,  appe- 
lees  transmetteurs,  qui  sont  secretees  par  un  type 
cellulaire  donne  et  sont  percues  par  d'autres  cel¬ 
lules  qui  reagissent  en  consequence.  La  transmissi¬ 
on  de  cette  information  chimique  prend 
differentes  formes  qui  peuvent  etre  classees  en 
fonction  de  la  distance  que  doit  parcourir  le  trans- 
metteur  et  done  de  son  mode  de  transport. 

•  Le  mode  de  transmission  endocrine  (signali- 
sation  hormonale)  implique  l'existence  de  glandes 
specialisees  qui  fabriquent  et  secretent  des  hormo¬ 
nes  (voir  chapitre  9)  ;  celles-ci  sont  vehiculees  par 
le  milieu  interieur  et  distributes  dans  tout  l'orga¬ 
nisme.  Seules  certaines  cellules-cibles  repondent 
au  signal,  apres  que  ce  dernier  ait  ete  reconnu  par 
des  recepteurs  de  la  membrane  plasmique  ou  du 
hyaloplasme  (voir  chapitre  13),  selon  qu'il  s'agit 
d'hormones  polypeptidiques  hydrophiles  ou  de 
composes  hydrophobes  susceptibles  de  diffuser  a 


travers  les  bicouches  lipidiques.  Ces  mecanismes 
sont  assez  lents  (plusieurs  minutes,  au  minimum) 
car  ils  necessitent  la  diffusion  de  l'hormone  dans 
les  liquides  intersticiels,  au  depart  et  a  l'arrivee, 
ainsi  que  le  transport  sanguin.  II  faut  ajouter  a  ceci 
le  temps  de  reponse  de  la  cellule-cible,  qui  peut 
etre  long  si  des  mecanismes  d'expression  genique 
sont  mis  en  jeu. 

•  Le  mode  de  transmission  paracrine  implique 
la  secretion,  par  diverses  cellules  non  organisees 
en  glandes,  parfois  isolees,  de  mediateurs  a  action 
tres  localisee,  e'est-a-dire  agissant  sur  des  cellules- 
cibles  proches  des  cellules  emettrices.  La  diffusion 
de  ces  signaux  dans  l'organisme  est  tres  reduite 
(rayon  d'action  de  l'ordre  du  millimetre)  car  ils 
sont  secretes  en  faibles  quantites  et  sont  ensuite 
soit  rapidement  captes  par  les  cellules-cibles,  soit 
detruits  par  des  enzymes  extracellulaires.  Dans 
cette  categorie  de  transmetteurs  entrent  en  majo¬ 
rity  les  facteurs  de  croissance  (ou  cytokines),  qui 
sont  des  composes  proteiques  ayant  la  propriety 
de  stimuler  la  proliferation  et  la  differentiation  de 
types  cellulaires  particuliers  (voir  chapitre  13).  La 
secretion  d'histamine  par  les  mastocytes,  au  cours 
de  la  reaction  inflammatoire,  entre  egalement  dans 
cette  categorie  de  processus  (voir  chapitre  6). 

•  Le  mode  de  transmission  synaptique  met  en 
jeu  des  neurotransmetteurs  secretes  au  niveau  de 
jonctions  specialisees  appelees  synapses  chi¬ 
miques,  etablies  entre  cellule  secretrice  et  cellule- 
cible.  Ce  type  de  communication  est  specifique  du 
systeme  nerveux,  d'ou  le  terme  de  neurotransmet- 
teur.  En  raison  de  l'etroite  relation  existant  entre 
les  deux  partenaires  concernes,  ce  dernier  n'agit 
que  sur  l'unique  cellule-cible  adjacente,  ce  qui 
entraine  une  tres  grande  precision  dans  le  transfert 
de  l'information.  La  contrepartie  de  ceci  est  que  les 
cellules  nerveuses  doivent  presenter,  pour 
conduire  l'information  a  longue  distance,  une 
morphologie  tres  particuliere,  caracterisee  par  des 
prolongements  cellulaires  atteignant  des  tailles 
considerables  (plus  d'un  metre  de  long).  Ce  sont 
des  signaux  electriques  parcourant  a  grande 
vitesse  ces  prolongements  qui  entrainent  la  libera¬ 
tion  du  neurotransmetteur  au  niveau  de  leur  seule 
terminaison  ;  les  courants  electriques  mis  en  jeu 
ont  pour  origine  divers  transporteurs  ioniques 
specifiques  portes  par  la  membrane  plasmique  des 
neurones  (voir  chapitre  6).  Enfin,  l'architecture 
remarquable  de  ces  cellules  est  en  grande  partie 
determinee  par  les  elements  de  leur  cytosquelette 
(voir  chapitre  11). 
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Perspective  biomedicale 


Les  maladies  du  collagene  et  de  la  matrice  extracellulaire 


Maladies  non  genetiques 

-  Le  scorbut,  qui  jadis  touchait  gravement  les 
marins  au  long  cours,  est  une  maladie  provoquee 
par  une  carence  en  acide  ascorbique  (la  vitamine  C, 
que  l'on  trouve  dans  le  jus  d'orange,  par  exemple). 
Ses  manifestations  sont  multiples  :  fragilisation 
des  vaisseaux  sanguins,  hemorragies  viscerales, 
douleurs  dans  les  articulations,  dechaussement 
des  dents,  etc.  Ces  phenomenes  sont  dus  a  une 
degradation  rapide  du  collagene,  qui  n'est  pas 
remplace.  La  vitamine  C  est  en  fait  le  cofacteur  des 
enzymes  de  type  prolyl-hydroxylases,  qui 
hydroxylent  la  proline  du  collagene  ;  cette  etape 
est  indispensable  pour  la  formation  ulterieure  de 
la  triple  helice  de  procollagene,  au  sein  du  reticu¬ 
lum  rugueux.  Les  chaines  defectueuses,  qui  ne 
peuvent  s'associer  entre  elles  par  des  liaisons 
hydrogene,  sont  degradees  et  la  synthese  du  colla¬ 
gene  est  stoppee,  d'ou  toutes  les  anomalies  obser- 
vees  dans  les  matrices  extracellulaires  de  nombreux 
tissus. 

-  Le  lathyrisme  est  une  maladie  par  empoison- 
nement  du  betail  (les  jeunes  veaux).  Elle  se  mani- 
feste  par  des  anomalies  telles  qu'une  grande 
fragility  des  os,  qui  se  cassent  ou  se  tordent,  des 
deformations  de  l'aorte,  ou  des  hernies  abdomi- 
nales.  Les  graines  de  Lathyrus  (une  gesse,  Fabacee 
commune)  contiennent  un  poison  qui  inhibe  l'acti- 
vite  d'une  amino-oxydase  necessaire  pour  assurer 
l'hydroxylation  de  certaines  lysines  du  collagene 
(et  ensuite  le  pontage  covalent  entre  les  chaines). 
Apres  extraction,  le  collagene  de  ces  animaux  est 
anormalement  soluble,  in  vitro. 

Maladies  genetiques 

-  Uosteogenesis  imperfecta,  dite  aussi  maladie  « des 
os  de  verre»,  est  une  affection  autosomale  domi- 
nante  touchant  un  individu  sur  10  000  ;  elle  pre¬ 
sente  un  phenotype  tres  variable,  allant  de  la 
letalite  in  utero  jusqu'a  une  fragility  plus  ou  moins 
grande  des  os,  qui  peuvent  parfois  se  briser  tres 
aisement.  Elle  est  due  a  une  anomalie  des  mole¬ 


cules  de  collagene  de  type  I,  qui  entre  dans  la 
constitution  de  la  matrice  extracellulaire  (minerali- 
see)  des  os.  Des  mutations  ponctuelles  ou  des  dele¬ 
tions  plus  ou  moins  importantes  dans  les  deux 
genes  du  collagene  de  type  I  (alpha  1  et  2)  entrai- 
nent  une  malformation  des  triple-helices,  leur 
instability  et  leur  degradation  dans  le  reticulum 
rugueux.  De  fait,  toute  la  synthese  proteique  est 
affectee  chez  ces  individus. 

-  Les  chondrodysplasies  (le  syndrome  de  Stickler, 
par  exemple)  sont  des  maladies  du  cartilage  se  tra- 
duisant  par  des  malformations  des  os  et  des  arti¬ 
culations.  Elies  sont  liees  a  des  mutations  dans  le 
gene  du  collagene  de  type  II,  qui  est  tres  abondant 
dans  ces  tissus. 

-  Le  syndrome  d'Ehlers-Danlos,  dit  aussi  maladie 
«de  la  peau  fragile »  ou  des  «  articulations  hyper- 
mobiles  »,  est  du  a  l'existence  d'un  collagene  de 
type  III  defectueux.  L'anomalie  concerne  le  proces¬ 
sus  d'elimination  des  deux  propeptides  N  et  C  ter- 
minaux  des  triple  helices,  qui  s'effectue  mal,  en 
raison  de  l'absence  de  l'enzyme  appropriee.  Ceci 
empeche  la  formation  de  longues  fibres  de  colla¬ 
gene  et  conduit  a  la  construction  de  faisceaux 
desordonnes  et  non  organises  en  fibrilles  bien 
structurees  et  resistantes  (comme  on  en  trouve 
dans  les  tendons  normaux).  Les  individus  affectes 
par  cette  maladie  dominante  grave  (qui  se  traduit 
par  une  rupture  des  arteres,  du  colon,  de  l'uterus) 
meurent  aux  environs  de  quarante  ans. 

-  Le  syndrome  d'Alport  est  une  affection  here- 
ditaire  frequente  (1  individu  sur  5  000),  domi¬ 
nante  et  liee  au  sexe  (chromosome  X).  Elle  se 
manifeste  par  des  anomalies  glomerulaires,  une 
insuffisance  renale  (hematurie),  des  atteintes  ocu- 
laires,  etc.  A  l'echelle  ultrastructurale,  on  detecte 
des  irregularites  au  niveau  des  lames  basales  de 
divers  types  cellulaires.  II  s'agit  id  d'un  defaut  au 
niveau  du  collagene  de  type  IV,  du  soit  a  des  dele¬ 
tions,  soit  a  des  mutations  ponctuelles  du  gene 
correspondant. 
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Resume 


Chez  les  Animaux  et  les  Vegetaux  (au  sens  large), 
on  connait  des  organismes  de  construction  simple, 
intermediaires  entre  les  unicellulaires  et  les  pluri- 
cellulaires  complexes,  qui  permettent  d'imaginer 
les  etapes  ayant  permis  de  passer  des  premiers  aux 
seconds  au  cours  de  revolution.  Les  Spongiaires  et 
les  Cnidaires,  d'une  part,  et  la  serie  morphologique 
des  Volvocales,  d'autre  part,  illustrent  les  condi¬ 
tions  necessaires  a  l'etablissement  de  la  pluricellu- 
larite.  L'etat  differencie  se  definit  a  differents 
niveaux  :  l'etude  morphologique  recense  plus  de 
200  types  cellulaires  chez  les  Animaux  superieurs 
et  environ  20  chez  les  Vegetaux.  La  differenciation 
biochimique  et  physiologique  decoule  de  l'exacer- 
bation  du  developpement  de  certains  organites  et 
de  la  synthese  preferentielle  ou  exclusive  de  pro¬ 
teines  specifiques  ;  les  isozymes  constituent  un 
exemple  de  regulation  quantitative  fine  de 
l'expression  des  genes.  L'approche  actuelle  de  la 
differenciation  cellulaire  est  moleculaire  et  utilise 
des  sondes  nucleiques  qui  permettent  d'etudier 
directement  la  production  d'ARNm  specifiques. 

L'acquisition  d'un  l'etat  differencie  par  les  cellules 
au  cours  du  developpement  embryonnaire  est  pro¬ 
gressive  et  resulte  de  deux  types  d'evenements 
complementaires.  Une  heterogeneite  cytoplasmique 
initiale  de  l'oeuf  permet  de  comprendre  un  certain 
nombre  de  situations  de  differenciation  ;  cepen- 
dant,  le  phenomene  majeur  consiste  dans  l'exis- 
tence  d'interactions  entre  cellules  proches  au  sein 
des  embryons  (phenomenes  d'induction).  L'etat 
determine,  c'est-a-dire  l'engagement  irreversible 
dans  une  voie  de  specialisation  donnee,  et  l'etat 
differencie  se  transmettent  a  travers  les  divisions 
cellulaires,  aussi  bien  dans  les  situations  normales 
que  dans  celles  pathologiques  (tumeurs).  Chez  les 
Animaux  superieurs,  la  plupart  des  cellules  diffe- 
renciees  sont  incapables  de  revenir  a  un  etat  moins 
specialise,  situation  frequente  en  revanche  chez  les 
Vegetaux  superieurs.  Chez  ces  derniers,  il  est  en 
effet  possible  de  reconstituer  une  plante  entiere  a 
partir  d'une  seule  cellule  differenciee  de  l'adulte  ; 
quelques  Animaux  inferieurs  conservent  des  cel¬ 
lules  totipotentes  permettant  une  regeneration 
totale  ou  partielle  de  l'organisme. 

A  la  difference  des  Vegetaux,  chez  qui  les  cellules 
sont  separees  par  des  parois  extracellulaires,  les 
cellules  des  Animaux  contractent  des  liens  etroits 
entre  elles  au  moyen  de  dispositifs  specialises  ou 
de  proteines  membranaires  assurant  l'adherence 


au  sein  des  tissus.  Les  dispositifs  d'ancrage  des 
cellules  epitheliales  animales  sont  souvent  des 
dependances  du  cytosquelette  :  les  ceintures 
d'adherence  sont  constitutes  de  microfilaments, 
tandis  que  les  desmosomes  sont  en  relation  avec 
les  filaments  intermediaires.  Les  jonctions  serrees 
soudent  de  maniere  etanche  les  membranes  des 
cellules  dans  la  zone  apicale  des  epitheliums.  Au 
sein  des  organismes  pluricellulaires,  les  cellules 
communiquent  directement  entre  elles,  grace  aux 
jonctions  communicantes  chez  les  Animaux  et  aux 
plasmodesmes  chez  les  Vegetaux.  Les  premieres 
permettent  le  seul  passage  de  petites  molecules, 
tandis  que  les  seconds  sont  de  fins  canaux  mem¬ 
branaires  laissant  passer  les  macromolecules. 

L'adherence  cellulaire  au  sein  des  tissus  animaux 
est  demontree  par  des  experiences  de  dissociation 
et  de  reassociation  in  vitro  de  cellules  artificielle- 
ment  separees.  Plusieurs  grandes  families  de  gly- 
coproteines  membranaires  responsables  de  ce 
phenomene  sont  connues  :  CAM,  cadherines  et 
selectines  ;  ces  molecules  contractent  des  liens 
etroits  entre  elles,  avec  ou  sans  l'aide  des  ions 
Ca2+.  Les  matrices  extracellulaires  existent  chez 
tous  les  etres  vivants,  y  compris  les  Bacteries  ;  elles 
constituent  une  enveloppe  glycoproteique  plus  ou 
moins  epaisse  et  rigide.  Chez  les  Animaux,  elles 
sont  ties  developpees  dans  les  tissus  conjonctifs, 
mais  elles  existent  aussi  dans  les  tissus  epitheliaux, 
sous  la  forme  des  lames  basales.  Leurs  consti- 
tuants  majeurs  sont  des  glycosaminoglycanes,  des 
proteoglycanes  et  diverses  proteines  fibreuses,  en 
particulier  le  collagene.  Les  parois  des  Vegetaux 
constituent  un  exosquelette  rigide  ;  leur  composi¬ 
tion  est  variable  selon  les  groupes,  mais  le  principe 
de  leur  construction  est  constant  :  une  matrice 
amorphe  glycoproteique  renforcee  par  un  compo- 
sant  fibrillaire  polysaccharidique.  Les  parois 
secondaires  participent  de  fa  con  importante  a  la 
differenciation  des  differents  tissus  des  plantes. 

Les  cellules  etablissent  de  nombreux  contacts  avec 
leurs  matrices  extracellulaires  par  l'intermediaire 
de  proteines  transmembranaires  :  les  integrines 
qui  entient  en  relation  avec  le  cytosquelette  et  par¬ 
ticipent  a  la  locomotion.  On  reconnait  de  multiples 
fonctions,  souvent  capitales,  aux  matrices  extracel¬ 
lulaires  :  remplissage  et  consolidation  des  espaces 
extracellulaires,  maintien  de  l'etat  differencie, 
controle  de  la  proliferation  et  migration  cellulaire. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  d  I'adresse  www.dnnod.com. 

1.  Decrire  une  experience  demontrant  que  les  differentes  cellules  d'un  organisme  pluricellulaire  primi- 
tif  sont  capables  de  se  reconnaitre  et  de  s'associer  pour  former  des  tissus. 

2.  Quelle  serie  morphologique  decrit-on  chez  les  Algues  pour  illustrer  la  notion  d'accroissement  de 
complexity  au  cours  du  passage  de  l'etat  unicellulaire  a  l'etat  pluricellulaire  ?  quelles  regies  gene- 
rales  degage-t-on  ? 

3.  Combien  de  tissus  morphologiquement  differents  compte-t-on  chez  un  Animal  et  un  Vegetal  supe- 
rieurs  ? 

4.  Dormer  quelques  exemples  de  differenciation  biochimique,  physiologique  et  moleculaire  chez  les 
Animaux. 

5.  En  embryologie,  qu'appelle-t-on  determination  cellulaire  et  differenciation  terminale  ?  quelles  diffe¬ 
rences  fondamentales  existent  entre  ces  deux  etats  des  cellules  ? 

6.  Rappeler  les  caracteristiques  majeures  de  l'etat  differencie  chez  les  Animaux  et  les  Vegetaux. 

7.  Pourquoi  peut-on  dire  que  les  cellules  des  Vegetaux  superieurs  ont  conserve  une  totipotentialite  qui 
n'a  pas  d'equivalent  dans  le  regne  animal  ? 

8.  Decrire  brievement  les  dispositifs  cellulaires  specialises  qui  permettent  l'accrochage  entre  les  cellules 
animales. 

9.  Decrire  les  differents  dispositifs  qui  assurent  une  communication  directe  entre  cellules  chez  les 
Animaux  et  les  Vegetaux. 

10.  Qu'appelle-t-on  symplasme  et  apoplasme  chez  les  Vegetaux  ? 

11.  Comment  met-on  en  evidence  les  proprietes  d'adherence  qui  caracterisent  les  cellules  d'un  meme 
tissu  d'un  Animal  superieur  ? 

12.  Nommer  les  principals  families  de  proteines  d'adherence  chez  les  Animaux  et  decrire  leurs  caracte¬ 
ristiques  principals. 

13.  Qu'appelle-t-on  matrice  extracellulaire  ?  quelle  est  son  origine  chez  les  etres  vivants  procaryotiques 
ou  eucaryotiques  ? 

14.  Quels  sont  les  constituants  majeurs  des  matrices  extracellulaires  chez  les  Animaux  ? 

15.  Comment  est  organisee  moleculairement  une  fibre  de  collagene  de  type  I  ? 

16.  Dans  quels  tissus  animaux  rencontre-t-on  en  abondance  le  collagene  et  l'elastine  ? 

17.  Decrire  brievement  les  matrices  extracellulaires  des  Vegetaux,  des  Algues  et  des  Champignons. 
Quels  sont  leurs  constituants  majeurs  ? 

18.  Quelles  sont  les  differences  chimiques  qui  existent  entre  la  paroi  primaire  et  la  paroi  secondaire  des 
plantes  superieures  ?  quelles  consequences  ont-elles  sur  les  proprietes  de  ces  parois  ? 

19.  En  quoi  les  enveloppes  des  Bacteries  Gram  positives  et  Gram  negatives  different-elles  ? 

20.  Qu'appelle-t-on  « integrines  »,  et  dans  quelles  structures  membranaires  les  rencontre-t-on  ? 

21.  Citer  les  principales  fonctions  assurees  par  les  matrices  extracellulaires  chez  les  Animaux  et  les 
Vegetaux. 

22.  Rappeler  les  divers  modes  de  communication  a  distance  qui  peuvent  s'etablir  entre  les  cellules  d'un 
organisme  animal. 

23.  Donner  un  exemple  de  lame  basale  remarquable  ayant  un  role  physiologique  tres  important  au 
niveau  de  l'organisme  lui-meme  (chez  les  Vertebres  superieurs). 
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Chapitre  15 


AUX  CONFINS 
DU  MONDE  VIVANT  : 
VIROIDES,  PLASMIDES 

ET  VIRUS 

La  question  des  prions 


A  la  lisiere  du  monde  vivant,  qui  est  clairement 
defini  par  son  denominateur  commun,  la  cellule,  il 
existe  un  vaste  ensemble  d'entites  variees,  non 
vivantes,  mais  qui  partagent  de  nombreuses  carac- 
teristiques  avec  les  etres  vivants,  et  interferent  avec 
leurs  processus  physiologiques.  Cet  univers,  qui 
est  aborde  par  les  memes  methodes  et  avec  les 
memes  concepts  que  ceux  employes  en  biologie 
cellulaire  et  moleculaire,  comprend  plusieurs 
types  d'elements  genetiques  d'organisation  sou- 
vent  tres  simple,  puisque  certains  sont  reduits,  a  la 
limite,  a  une  seule  molecule.  Par  ordre  croissant  de 
complexite,  on  distingue  les  viroides,  les  plas- 
mides  et  les  Virus  ;  tous  ces  « etres  »  ne  peuvent  se 
reproduire  seuls  et  sont  totalement  dependants 
des  cellules  vivantes  pour  leur  multiplication  et 
l'accomplissement  de  leur  cycle. 

Les  viroides  et  les  plasmides  sont  des  entites 
autoreplicatives  reduites  a  leur  seul  materiel  gene- 
tique,  qui  restent  toujours  confinees  dans  la  cel- 
lule-hote  et  font  l'objet  d'une  transmission 
essentiellement  verticale.  Malgre  une  grande  sim- 
plicite  de  leur  architecture  en  general,  et  bien  qu'ils 
soient  des  parasites  obligatoires,  les  Virus  presen- 
tent  une  phase  libre  dans  leur  cycle  de  reproduc¬ 
tion,  pendant  laquelle  leur  materiel  genetique  est 
protege  par  au  moins  une  coque  proteique.  Enfin, 
on  ne  peut  pas  ne  pas  evoquer,  dans  ce  chapitre,  la 
question  tres  actuelle  des  prions  ou,  plus  exacte- 
ment,  des  agents  transmissibles  non  convention- 
nels  (ATNC) ;  ces  particules  infectieuses  pourraient 
ne  pas  etre  dotees  de  materiel  genetique  propre. 

Les  Virus  etant  responsables  de  nombreuses 
pathologies  graves  chez  les  Animaux  et  l'Homme, 


la  virologie  a  d'abord  ete  essentiellement  une  dis¬ 
cipline  medicale.  La  decouverte  des  mecanismes 
moleculaires  de  leur  reproduction,  qui  sont  sem- 
blables  a  ceux  des  cellules  qu'ils  parasitent,  a 
conduit,  dans  les  annees  60,  a  rapprocher  la  virolo¬ 
gie  de  la  biologie  moleculaire,  dont  elle  est  desor- 
mais  une  branche  a  part  entiere.  Plus  recemment, 
c'est  grace  a  l'etude  de  la  biogenese  des  Virus  au 
sein  des  cellules  eucaryotiques  que  de  nombreux 
problemes  de  biologie  cellulaire  ont  pu  etre  abor- 
des.  En  effet,  en  raison  de  leur  simplicite  d'organi¬ 
sation,  de  la  brievete  de  leur  cycle,  et  parce  qu'ils 
detournent  a  leur  seul  profit  la  machinerie  de  la 
cellule-hote,  les  Virus  constituent  un  outil  tres 
puissant  d'analyse  experimentale. 


1.  VIROIDES  ET  PLASMIDES 


1.1,  Viroides 


On  pensait  jusqu'en  1967,  que  les  plus  petits 
agents  infectieux  chez  les  plantes  et  les  Animaux 
etaient  les  Virus.  C'est  alors  que  l'on  a  decouvert 
une  nouvelle  categorie  d'agents  pathogenes  intra- 
cellulaires,  autoreproductibles  et  non  proteges  par 
une  capside  :  les  viroides.  Ces  entites  sont  respon¬ 
sables  d'une  quinzaine  de  maladies  des  plantes, 
plus  ou  moins  graves,  parmi  lesquelles  on  peut 
citer  le  Cadang-Cadang  du  cocotier  qui  a  detruit 
des  palmeraies  entieres,  ce  qui  a  engendre  des 
consequences  economiques  tres  graves  ;  de  nom- 
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breuses  plantes  cultivees,  horticoles  (pomme  de 
terre,  tomate,  etc.)  ou  ornementales  sont  touchees 
par  ces  agents.  La  transmission  du  vecteur  est  uni- 
quement  mecanique  :  contact,  blessure  ou  greffe. 
Ces  agents  infectieux  sont  tres  particuliers  a  de 
nombreux  egards  en  raison  de  leur  organisation 
moleculaire  unique. 

II  s'agit  en  fait  d'ARN  de  petite  taille  (246- 
375  nucleotides),  fermes  sur  eux-memes  de  fa«;on 
covalente,  et  presentant  un  fort  degre  d'autocom- 
plementarite  dans  leur  sequence.  Ils  montrent 
done  une  structure  en  double-brin  tres  marquee  et 
une  organisation  generate  en  double  helice  fermee 
aux  extremites.  Les  viroides  posent  plusieurs  pro- 
blemes  fondamentaux  de  biologie,  d'une  part  car 
leur  capacite  de  codage  est  tres  faible,  et  d'autre 
part  car  ils  ne  constituent  pas,  apres  analyse  de  leur 
sequence  (ou  de  celle  de  leur  complement),  un 
ARN  de  type  messager  ;  leur  replication  est  totale- 
ment  dependante  des  proteines  et  de  la  machinerie 
de  la  cellule-hote.  On  a  montre  que  les  interme- 
diaires  de  replication  de  ces  molecules  sont  des 
ARN  complementaires  de  la  sequence  infectieuse  ; 
l'ARN  polymerase  II  de  la  cellule-hote  pourrait 
etre  impliquee  dans  la  replication. 

L'expression  des  viroides  ne  conduisant  pas  a 
des  proteines  specifiques,  la  question  de  leur 
pathogenicite  reste  largement  ouverte.  Plusieurs 
arguments  suggerent  une  interference  avec  la  syn- 
these  des  proteines  dans  les  cellules-hotes.  Certains 
segments  de  leur  sequence  sont  en  effet  comple- 
mentaires  :  1)  de  la  sequence  d'un  petit  ARN 
nucleaire  ( snRNA )  entrant  dans  la  constitution  des 
particules  d'epissage  (voir  chapitre  8)  ;  2)  de  celle 
de  l'ARN  7S,  qui  est  un  element  constitutif  de  la 
particule  PRS  intervenant  dans  l'adressage  des  pro¬ 
teines  (voir  chapitre  9).  Enfin,  on  sait  que  l'ARN  du 
viroide  est  capable  d'activer  une  proteine-kinase 
qui  est  impliquee,  a  la  suite  d'une  longue  cascade 
de  reactions,  dans  l'inhibition  du  demarrage  de  la 
synthese  des  proteines  (voir  chapitre  12). 


1.2  Plasmides  bacteriens  et  eucaryotiques 


1.2.1.  Caracteristiques  generales  des  plasmides 


Les  plasmides  sont  en  general  des  molecules 
d'ADN  double-brin,  circulaires,  que  l'on  trouve 
dans  le  cytoplasme  des  Bacteries,  au  sein  duquel 
elles  se  repliquent  de  maniere  autonome  (voir 


figure  15.1).  Pratiquement  toutes  les  especes  bacte- 
riennes  hebergent  des  plasmides  et  parfois  plu¬ 
sieurs  families  distinctes  simultanement  (jusqu'a  7 
ou  8).  On  connait  aussi  des  plasmides  chez  les 
Eucaryotes,  en  particulier  chez  les  Champignons  ; 
l'un  des  plus  connus  est  le  plasmide  2  |x,  qui  est 
une  molecule  circulaire  d'ADN  ayant  cette  taille, 
et  presente  dans  de  multiples  souches  de  levure  de 
boulangerie.  Cette  molecule  est  a  la  base  de  nom¬ 
breux  plasmides  artificiels  utilises  en  genie  gene- 
tique  des  cellules  Eucaryotiques.  Nous  verrons 
plus  loin  quelles  fonctions  remplissent  ces  mini¬ 
chromosomes  et  quels  avantages  ils  peuvent 
conferer  aux  cellules-hotes. 

Encart  historique 

La  decouverte  des  plasmides  bacteriens 

La  decouverte  de  ces  molecules  date  d'environ 
45  ans,  mais  elles  ont  longtemps  ete  considerees 
comme  des  exceptions  peu  interessantes  et  sans 
avenir.  Leur  importance  actuelle  tient  au  fait 
qu'elles  constituent,  depuis  une  vingtaine 
d'annees,  un  des  outils  de  base  du  genie  gene- 
tique.  Au  debut  des  annees  50  fut  decouverte  la 
sexualite  des  Bacteries,  e'est-a-dire  le  fait  qu'il 
existe  deux  categories  de  cellules  que  l'on  peut 
qualifier,  eu  egard  a  leur  comportement,  de 
« males  »  et  de  «femelles».  Le  caractere  male  est 
lie  a  la  presence  dans  le  cytoplasme  d'une  petite 
molecule  circulaire  d'ADN,  independante  du 
chromosome  principal.  Ce  mini-chromosome, 
qui  est  transmis  aux  cellules  dites  femelles 
apres  contact,  a  ete  appele  facteur  F  (pour  ferti- 
lite) ;  sa  presence  s'accompagne  d'un  phenotype 
(presence  d'appendices  extracellulaires  appeles 
pili)  et  de  capacites  genetiques  bien  specifiques. 
Des  etudes  effectuees  au  Japon  en  1959  sur  une 
Bacterie  responsable  de  la  dysenterie  ( Shigella 
dysenteriae)  montrent  que  plusieurs  souches  de 
cet  agent  pathogene  sont  devenues  resistantes  a 
des  antibiotiques  habituellement  utilises  pour 
traiter  la  maladie.  De  plus,  certaines  d'entre 
elles  ont  acquis  simultanement  la  resistance  a 
plusieurs  antibiotiques,  ce  qui  est  difficilement 
comprehensible  si  l'on  admet  que  les  mutations 
sont  le  seul  mecanisme  a  la  base  du  phenomene. 

II  est  alors  demontre  que  ces  genes  se  transmet- 
tent  d'une  cellule  a  l'autre,  eventuellement 
entre  especes  differentes,  de  la  meme  fa^on  que 
le  facteur  F  de  E.  Coli.  Ce  type  de  facteur  est 
appele  facteur  R  (pour  resistance). 
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Figure  15.1 

Molecules  d'ADN  plasmidique  purifie, 
observees  apres  etalement  et  ombrage  metallique 
La  plupart  de  ces  molecules  circulaires  apparaissent 
relachees  tandis  que  d'autres,  d'aspect  torsade,  presen- 
tent  un  etat  surenroule  qui  est  en  fait  leur  etat  natif. 


A  partir  de  ce  moment,  de  nombreuses  autres 
entites,  conferant  de  la  meme  maniere  des  resis¬ 
tances  aux  antibiotiques  a  diverses  especes  bacte- 
riennes  (Enterobacteries,  Staphylocoques),  furent 
mises  en  evidence  et  il  apparut  que  ce  que  l'on 
avait  considere  comme  de  simples  curiosites  avait 
une  signification  generale.  Les  recherches  se  multi- 
plierent,  d'autant  plus  que  les  phenomenes  de 
resistance  aux  antibiotiques  commengaient  a 
prendre  des  proportions  inquietantes  dans  les 
hopitaux  (infections  nosocomiales). 

1.2.2.  Organisation  genetique  et  multiplication 

DES  PLASMIDES 

Les  plasmides  etant  des  molecules  autorepro- 
ductibles,  ceci  implique  qu'ils  possedent : 

-  une  origine  de  replication  propre  (ils  constituent 
done  des  unites  de  replication,  ou  replicons) ; 

-  des  mecanismes  assurant  le  controle  du  nombre 
de  copies  par  cellule. 

Certains  plasmides  existent  en  effet  en  une  ou 
deux  copies  par  cellule,  alors  que  d'autres  sont  pre¬ 
sents  en  plusieurs  dizaines  d'exemplaires.  Pour  la 
replication,  la  transcription  et  la  traduction  des 
proteines  qu'ils  codent,  ces  mini-chromosomes 
dependent  entierement  des  enzymes  et  des  pre- 
curseurs  metaboliques  de  la  cellule-hote.  De  fagon 
habituelle,  leur  information  genetique  est  peu 


importante  (moins  d'une  dizaine  de  genes),  en 
dehors  des  sequences  absolument  indispensables 
que  l'on  vient  de  mentionner  ;  leur  longueur  ne 
depasse  guere  quelques  pour  cent  de  la  longueur 
du  chromosome  normal.  II  existe  cependant  cer¬ 
tains  plasmides  de  grande  taille  qui  conferent  a 
leur  cellules-hotes  des  proprietes  exceptionnelles 
que  nous  decrirons  plus  tard. 

La  replication  des  plasmides  se  fait  reguliere- 
ment  au  cours  du  cycle  cellulaire,  et  ils  se  trans- 
mettent  de  cellule  a  cellule  au  cours  des  divisions 
successives.  Si,  pour  une  raison  ou  une  autre,  une 
cellule  n'en  herite  pas,  elle  est  a  l'origine  d'un 
clone  qui  en  sera  definitivement  depourvu,  ce  qui 
demontre  le  caractere  facultatif  de  ces  genomes. 
On  connait  des  conditions  experimentales  ou  des 
drogues  qui  bloquent  ou  ralentissent  specifique- 
ment  la  division  des  plasmides  et  qui  conduisent  a 
leur  perte,  par  dilution,  dans  les  clones  successifs. 
Seuls  les  plasmides  qui  se  comportent  comme  le 
facteur  L  (dits  conjugatifs),  et  qui  ont  un  equipe- 
ment  genetique  approprie,  peuvent  etre  transmis 
d'une  cellule  a  l'autre  au  moyen  de  la  conjugaison. 
Le  phenomene  dit  de  transduction,  qui  met  en  jeu 
des  echanges  par  l'intermediaire  de  Bacterio¬ 
phages,  est  aussi  un  moyen  de  propager  les  geno¬ 
mes  plasmidiques  de  fa  con  horizontale. 

1.2.3.  Diversite  des  fonctions  assurers 

PAR  LES  PLASMIDES 

Bien  que  facultatifs,  les  plasmides  conferent  aux 
Bacteries  qui  les  hebergent  des  proprietes  pouvant 
leur  etre  favorables  dans  certains  contextes  ;  elles 
concernent  des  mecanismes  de  resistance  a  des 
composes  toxiques  du  milieu,  des  activites  meta¬ 
boliques  particulieres,  ou  interviennent  dans  des 
phenomenes  de  competition  interspecifique. 

La  premiere  de  ces  proprietes,  qui  est  a  la  base 
de  leur  decouverte,  est  la  resistance  aux  antibio¬ 
tiques.  Nous  avons  vu  dans  le  chapitre  4  que  cer¬ 
tains  d'entre  eux  ont  des  cibles  diverses  dans  les 
cellules,  au  niveau  de  la  replication,  de  la  trans¬ 
cription  ou  de  la  traduction  ;  d'autres  s'attaquent 
aux  mecanismes  de  fabrication  de  la  paroi  bacte- 
rienne,  comme  la  penicilline,  qui  inhibe  la  synthese 
du  peptidoglycane.  Les  modes  d'action  de  ces 
drogues  sur  les  Bacteries  etant  tres  divers,  on  com- 
prend  que  les  mecanismes  de  resistance  le  seront 
egalement.  II  n'est  pas  necessaire  de  detruire  com- 
pletement  un  antibiotique  pour  le  rendre  inactif  : 
une  petite  modification  de  structure  (ouverture 
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d'un  cycle  par  hydrolyse,  accrochage  d'un  groupe- 
ment  chimique  simple)  catalysee  par  une  enzyme 
banale  est  suffisante.  La  plupart  des  genes  de  resis¬ 
tance  portes  par  les  plasmides  sont  de  ce  type  ;  ils 
sont  d'ailleurs  identiques  a  des  genes  equivalents 
portes  par  le  chromosome  normal  (d'ou  ils  pro- 
viennent,  sans  doute,  apres  avoir  ete  captures  grace 
a  des  mecanismes  que  nous  ne  detaillerons  pas  id). 

On  peut  citer  quelques  exemples  d'enzymes 
codees  par  les  genes  plasmidiques,  et  fabriquees 
par  leurs  cellules-hotes.  Les  penicillinases,  secre- 
tees  dans  le  milieu  par  les  Bacteries  resistantes, 
modifient  chimiquement  les  penicillines  et  suppri- 
ment  leur  action  avant  meme  qu'elles  ne  parvien- 
nent  aux  cellules.  Des  enzymes  de  type  methylases, 
phosphorylases,  acetylases,  etc.,  accrochent  des 
groupements  divers  sur  la  streptomycine  ou  le 
chloramphenicol ;  ainsi  modifies,  ces  composes  ne 
reconnaissent  plus  leur  cible  au  sein  de  la  cellule  et 
deviennent  inactifs.  De  meme,  l'erythromycine 
(qui  inhibe  la  traduction  en  se  fixant  sur  les  ribo¬ 
somes)  est  inactivee  par  le  mecanisme  suivant  : 
une  methylase  plasmidique  accroche  des  groupes 
CH3  a  l'ARNr  de  sorte  que  1' antibio tique  ne  peut 
plus  se  fixer  a  lui.  La  tetracycline  est  maintenue  a 
l'exterieur  de  la  Bacterie  par  des  proteines  plasmi¬ 
diques  qui  ont  modifie  dans  la  membrane  des 
transporteurs  specifiques  de  ce  compose. 


Une  autre  propriete,  qui  constitue  un  avantage 
incontestable  pour  les  Bacteries,  est  la  capacite  a 
resister  aux  metaux  lourds  que  l'on  trouve  dans  le 
sol  (en  particulier  dans  des  zones  polluees)  ou  dans 
certains  produits  disinfectants  (le  mercurochrome, 
par  exemple).  De  nombreux  plasmides  portent  des 
genes  de  resistance  aux  sels  de  mercure,  de  cad¬ 
mium,  de  plomb,  de  bismuth,  d'antimoine,  etc.  Le 
mecanisme  en  jeu  consiste  ici  dans  la  synthese  de 
proteines  porteuses  qui  chassent  des  ions  hors  de 
la  cellule,  a  travers  la  membrane  plasmique. 


Diverses  substances  fabriquees  par  les  Bacteries, 
et  qui  sont  toxiques  pour  d'autres  Bacteries  ou  pour 
les  organismes  superieurs,  sont  liees  a  la  presence 
de  plasmides.  De  nombreux  syndromes  diar- 
rheiques  chez  l'Homme  (diarrhees  des  nourrissons 
ou  des  voyageurs)  sont  dus  a  des  souches  de  £.  Coli 
secretant  des  enterotoxines  codees  par  des  plas¬ 
mides.  De  meme,  les  bacteriocines  sont  des  poly¬ 
peptides  secretes  par  des  Bacteries  pour  detruire 
leurs  congeneres  ;  elles  ont  un  pouvoir  bactericide 
puissant  sur  certaines  souches,  a  la  maniere  des 
antibiotiques.  Le  plasmide  Col  El,  qui  fut  le  pre¬ 
mier  plasmide  connu  apres  le  facteur  F,  code  ainsi 


la  colicine  de  E.  Coli.  Les  cellules  porteuses  de  ces 
plasmides  particuliers  doivent  evidemment  etre 
protegees  contre  les  toxines  qu'elles  secretent ;  elles 
synthetisent  en  parallele  des  proteines  inhibant 
l'effet  de  leur  propre  poison.  Tous  ces  composes 
interviennent  dans  les  phenomenes  de  competi¬ 
tion  interspecifique  et  dans  la  regulation  des  equi- 
libres  au  sein  des  microflores  bacteriennes. 

Le  dernier  point  concerne  les  fonctions  metabo- 
liques  liees  aux  plasmides  ;  plusieurs  caracteres 
biochimiques  bacteriens  sont  dus  a  leur  presence  : 
synthese  de  pigments,  utilisation  de  metabolites 
(citrate,  lactose,  saccharose,  uree),  ou  production 
de  H2S  chez  divers  genres.  Certaines  souches  sont 
ainsi  capables  de  degrader  des  derives  d'hydrocar- 
bures  (octane,  camphre,  naphtaline),  et  s'averent 
tres  utiles  pour  nettoyer  les  mefaits  des  marees 
noires.  II  faut  signaler  aussi  que  les  genes  respon- 
sables  de  la  fixation  de  l'azote  atmospherique  chez 
les  especes  de  Rhizobium  symbiotiques  des  legumi- 
neuses  sont  pour  la  plupart  portes  par  un  plas¬ 
mide  de  grande  taille  heberge  par  la  cellule.  Les 
consequences  planetaires  du  fonctionnement  de  ce 
simple  segment  d'ADN  sont  considerables, 
puisqu'il  conduit  a  la  fixation  par  les  plantes  de 
2.10s  tonnes  d'azote  par  an,  ce  qui  est  bien  plus 
eleve  que  tous  les  apports  fournis  par  les  engrais 
azotes  !  Une  autre  Bacterie  du  sol  doit  enfin  etre 
mentionnee  :  il  s'agit  d' Agrobacterium  (genre 
proche  de  Rhizobium)  qui  est  responsable  de 
tumeurs  vegetales  en  raison  de  la  presence,  dans 
son  cytoplasme,  d'un  grand  plasmide  dont  la  parti- 
cularite  remarquable  est  de  pouvoir  transferer  une 
partie  de  son  genome  a  celui  de  la  cellule-hote. 


2.  VIRUS 


Ce  sont  des  entites  biologiques  de  tres  petite 
taille,  a  structure  non  cellulaire  et  ne  possedant 
pas  l'ensemble  des  proprietes  attribuees  generale- 
ment  aux  etres  vivants.  Les  Virus  ne  peuvent  se 
reproduire  qu'au  sein  de  cellules  vivantes  et  sont 
done  des  parasites  intracellulaires  obligatoires  ;  de 
ce  fait,  ils  sont  le  plus  souvent  pathogenes.  En 
dehors  des  cellules,  ils  sont  metaboliquement 
inertes,  au  meme  titre  qu'un  quelconque  assem¬ 
blage  macromoleculaire.  Les  Virus  se  rapprochent 
du  monde  vivant  car  ils  sont  constitues  des  mole¬ 
cules  qui  en  sont  caracteristiques,  et  car  ils  posse- 
dent  un  materiel  genetique  leur  permettant  de  se 
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reproduire  et  d'evoluer,  mais  l'absence  de  struc¬ 
ture  cellulaire,  de  metabolisme  et  de  croissance  fait 
qu'on  ne  peut  les  considerer  comme  des  etres 
vivants  ;  ils  represented  un  etat  dit  acaryote. 

Bien  que  les  maladies  virales  soient  connues 
depuis  l'Antiquite,  les  agents  qui  en  sont  respon- 
sables  n'ont  ete  clairement  identifies  qu'au  milieu 
de  notre  siecle.  Leur  decouverte,  en  tant  qu'entites 
infectieuses  differentes  des  Bacteries,  date  de  la  fin 
du  xixe  siecle,  avec  les  travaux  inities  par  Ivanowski 
(1892)  et  Beijerinck  (1898)  sur  le  Virus  de  la 
mosaique  du  tabac  (VMT),  et  ceux  de  Twort  et 
d'HERELLE  (1917)  sur  les  Bacteriophages.  La  cristal- 
lisation  du  VMT  fut  realisee  en  1935  par  Stanley, 
etape  qui  ouvrit  la  voie  aux  analyses  biochimiques 
precises,  grace  a  l'utilisation  des  ultracentrifu- 
geuses  developpees  a  la  fin  des  annees  30.  Enfin,  le 
developpement  de  la  microscopie  electronique,  a 
partir  de  1945,  et  celui  de  la  multiplication  in  vitro 
des  Virus  sur  des  cellules  en  culture  permit 
l'explosion  des  travaux  portant  sur  la  morpholo- 
gie,  Torganisation  et  la  physiologie  des  virions.  La 
figure  15.2  montre  des  cellules  vegetales  infectees 
par  un  virus  proche  du  VMT. 


Figure  15.2 

Cellules  vegetales  infectees  par  un  Virus 
a  capside  helicoidale 

Ces  cellules  d'epiderme  de  Cactus  presentent  dans  leur 
cytoplasme  un  enorme  fuseau  fibreux  qui  est  en  fait 
constitue  uniquement  de  particules  virales  de  500  nano¬ 
metres  de  long,  etroitement  accolees  les  unes  aux  autres. 
Ce  Virus  est  proche  de  celui  de  la  mosaique  du  tabac 
(microscopie  photonique  ;  cliche  C.  Delay). 


2.1  Caracteristiques  generates  des  Virus 


Les  Virus  matures,  tels  qu'ils  existent  en  dehors 
des  cellules,  sont  nommes  virions  ou  particules 
virales  ;  ils  constituent  la  forme  de  dissemination 


et  la  forme  infectieuse  de  ces  entites.  Leur  taille,  en 
general  tres  inferieure  a  celle  des  Bacteries,  s'eche- 
lonne,  selon  les  types,  de  15  a  250  nm  environ.  Les 
plus  petits  d'entre  eux  passent  a  travers  les  filtres 
de  porcelaine,  d'ou  la  terminologie  operationnelle 
ancienne  (la  seule  definition  utilisable  avant  l'ave- 
nement  du  microscope  electronique)  de  Virus  fil- 
trants.  L'organisation  des  virions  est  plus  ou  moins 
complexe,  en  rapport  avec  cette  taille,  mais  elle 
reste  toujours  dans  le  cadre  de  l'etat  acaryote  ;  les 
plus  gros  des  Virus  (qui  sont  a  la  limite  de  visibi¬ 
lity?  du  microscope  photonique)  ont  la  meme  taille 
que  les  Bacteries  les  plus  simples,  qui  sont  pourtant 
de  vraies  cellules. 

L'etude  biochimique  des  virions  est  facilitee  par 
le  fait  qu'a  la  fin  du  cycle  viral,  ils  se  retrouvent 
dans  le  milieu  exterieur,  soit  apres  la  lyse  de  la  cel¬ 
lule,  soit  apres  exocytose ;  les  virions  en  suspension 
constituent  alors  le  seul  composant  particulaire  du 
milieu  de  culture.  Ce  materiel  etant  homogene  et 
ne  contenant  qu'un  nombre  limite  d'especes  mole- 
culaires  differentes  (une  quinzaine  tout  au  plus, 
meme  chez  les  plus  complexes),  son  analyse  par 
centrifugation  analytique  et  electrophorese  est  tres 
simplifiee.  En  particulier,  et  c'est  un  element  de 
base  de  leur  definition,  les  virions  ne  contiennent 
qu'une  seule  espece  d'acide  nucleique,  soit  TARN, 
soit  l'ADN,  mais  jamais  les  deux  a  la  fois.  Outre 
l'acide  nucleique  qui  constitue  leur  materiel  gene- 
tique,  ils  ne  possedent  en  general  pas  d'autres 
macromolecules  que  des  proteines  de  structure, 
auxquelles  il  faut  y  ajouter,  dans  certains  cas,  des 
phospholipides  et  polysaccharides  (Virus  a  enve- 
loppe)  ;  cette  regie  souffre  en  fait  quelques  excep¬ 
tions  que  nous  signalerons  plus  loin.  Les  Virus  les 
plus  simples  sont  constitues  d'une  seule  molecule 
d'acide  nucleique  et  d'un  seul  type  de  proteine, 
presente  en  plusieurs  milliers  de  copies  identiques 
(exemple  du  VMT  ;  voir  plus  loin).  On  comprend, 
des  a  present,  qu'ils  ne  peuvent  pas  repondre  a  la 
definition  des  etres  vivants  que  Ton  a  donnee  dans 
l'introduction  de  cet  ouvrage. 

Les  virions  ne  renferment  pas  de  structure  ou  de 
complexe  macromoleculaire  leur  permettant 
d'assurer  les  fonctions  vitales  elementaires.  Ne 
possedant  aucune  enzyme  du  metabolisme  inter- 
mediaire  ou  energetique,  ils  ne  contiennent  aucune 
petite  molecule  precurseur  et  n'ont  pas  de  source 
d'energie  propre.  Ils  ne  disposent  pas  non  plus  de 
machinerie  leur  permettant  de  synthetiser  leurs 
proteines,  en  particulier  les  ribosomes.  Pour  tous 
les  aspects  qui  relevent  de  l'«  intendance  »,  dans  une 
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cellule  banale,  les  Virus  dependent  done  totalement 
des  activites  de  l'hote  qui  les  heberge.  Cette  sim- 
plicite  d'organisation  et  cette  incapacity  a  effectuer 
tout  metabolisme  ont  pour  origine  un  materiel 
hereditaire  comptant  le  plus  souvent  tres  peu  de 
genes  (voir  chapitre  4).  Une  suspension  de  virions 
purifies  est  chimiquement  inerte,  au  meme  titre 
qu'une  solution  de  sels  ou  de  proteines  :  aucun 
echange  ne  se  produit  entre  eux  et  leur  milieu, 
aucune  activite  chimique  ne  se  manifeste.  Or,  les 
Virus  infectent  les  organismes  et  s'y  multiplient 
tout  en  conservant  leurs  specificites  morpholo- 
giques,  immunologiques  et  pathologiques.  La  repro¬ 
duction  virale  pose  done  un  probleme  fondamental. 

Les  Virus  ne  peuvent  se  multiplier  qu'au  sein 
de  cellules  vivantes  et  sont  done  des  parasites 
intracellulaires  stricts.  Le  parasitisme  n'est  pas 
propre  aux  Virus  ;  on  connait  des  Bacteries,  des 
Protistes  et  meme  des  organismes  multicellulaires 
complexes  qui  dependent  absolument  d'un  hote 
qui  les  heberge,  et  qui  est  plus  complexe  qu'eux. 
Cependant,  on  connait  toujours  pour  ces  formes 
tres  particulieres  d'etres,  des  formes  voisines  au 
plan  systematique,  qui  sont  libres  et  autonomes,  et 
dont  elles  ont  pu  deriver.  Meme  dans  le  cas  des 
cellules  les  plus  simples  (les  Mycoplasmes,  Bacte¬ 
ries  parasites  de  200  nm  de  diametre),  il  existe  un 
systeme  propre  de  synthese  proteique,  de  replica¬ 
tion  du  genome,  de  transcription.  Ici,  rien  de  tout 
cela  :  e'est  le  parasitisme  absolu  ;  il  y  a  une  discon¬ 
tinuity  fondamentale  entre  un  Virus  et  une  cellule, 
aussi  simplifiee  soit-elle. 


2.2.  Organisation  des  virions 


L'analyse  morphologique  et  structurale  des 
Virus  est  conduite  grace  a  des  methodes  de  cytolo- 
gie  electronique  telles  que  la  coloration  negative  et 
l'ombrage  metallique  ;  ces  deux  techniques,  faciles 
a  mettre  en  oeuvre,  sont  souvent  superieures  a 
celle  des  coupes  (voir  chapitre  3).  L'acide 
nucleique  du  virion  est  protege  et  enferme  au  sein 
d'une  coque  proteique  appelee  capside  ;  celle-ci  est 
constitute  d'un  grand  nombre  de  sous-unites  sou¬ 
vent  identiques  (ou  capsomeres)  dont  le  nombre  et 
la  disposition  sont  caracteristiques  du  Virus. 
L'ensemble  forme  une  nucleocapside  qui  peut  Tes¬ 
ter  nue,  mais  qui  est,  dans  le  cas  de  nombreux 
Virus  de  cellules  animales  (et  de  quelques  Virus  de 
cellules  vegetales),  etre  entouree  par  une  mem¬ 
brane  lipoproteique  derivee  de  la  membrane  plas- 
mique  de  la  cellule-hote  (enveloppe  virale  ;  voir 


plus  loin).  Le  role  de  la  capside  ou  de  l'enveloppe 
est  non  seulement  de  proteger  l'acide  nucleique, 
mais  aussi  de  permettre  au  virion  de  reconnaitre 
sa  cellule-cible  qui  possede  pour  cela  des  recep- 
teurs  membranaires  specifiques.  Nous  verrons,  a 
travers  plusieurs  exemples,  que  malgre  leur 
extreme  simplicity,  les  Virus  sont  en  effet  speci¬ 
fiques  d'hotes  particuliers  dans  lesquels  ils  se 
reproduisent  :  on  parle  done  de  systeme  virus- 
hote.  Le  terme  hote  peut  recouvrir  un  type  cellu- 
laire  donne  au  sein  d'un  organisme  complexe, 
puisque  certains  Virus  n'infectent  qu'une  seule 
categorie  de  cellules  sensibles,  alors  que  d'autres 
attaquent  des  categories  variees. 

L'etude  de  l'organisation  des  virions  montre 
qu'il  existe  un  nombre  limite  de  plans  structuraux. 
La  forme  simple  et  souvent  geometrique  de  leur 
nucleocapside  permet  de  les  classer  en  trois 
groupes  principaux,  que  nous  illustrerons  chacun 
par  un  representant  classique  (voir  figure  14.1) : 

-  les  virions  cylindriques  ou  helicoidaux  ;  ils  sont 
caracterises  par  une  nucleocapside  simple  et 
allongee,  parfois  filamenteuse,  dans  laquelle  des 
proteines  entourent  l'acide  nucleique,  tout  du 
long,  en  formant  une  sorte  de  manchon  serre  ; 

-  les  virions  icosaedriques  ;  ils  possedent  une 
coque  subspherique  constitute  de  20  faces  trian- 
gulaires  jointives  dont  la  taille  et  l'organisation 
moleculaire  sont  plus  ou  moins  complexes  ;  un 
nombre  toujours  limite  de  proteines  entre  dans 
la  constitution  de  ces  faces  equilaterales  ; 

-  les  Bacteriophages  complexes  ;  ce  sont  des  Virus 
exclusifs  de  Bacteries  ;  ils  ont  une  organisation 
combinant  des  aspects  des  deux  types  prece¬ 
dents  et  certains  d'entre  eux  presentent  une  mor- 
phologie  tres  sophistiquee,  que  nous  decrirons 
plus  loin. 

Nous  serons  egalement  amenes  a  decrire  les 
Virus  enveloppes,  dont  la  nucleocapside  est  icosa- 
edrique  ou  helicoidale,  selon  les  especes,  mais  qui 
different  des  precedents  par  le  fait  qu'ils  posse- 
dent  en  plus  une  enveloppe  membranaire. 

2.2.1.  Virus  A  capside  helicoidale. 

Le  virus  de  la  mosaique  du  Tabac  (VMT) 

Ce  Virus,  l'un  des  plus  anciennement  etudies, 
est  responsable  d'une  maladie  du  Tabac  qui  se 
manifeste  par  l'apparition  de  plages  de  necrose 
sur  les  feuilles  ;  ces  plages,  disposees  en  mosaique 
au  milieu  des  tissus  sains,  gagnent  peu  a  peu  tout 
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le  systeme  folia  ire,  ce  qui  conduit  a  un  affaiblisse- 
ment  de  la  plante,  voire  a  sa  mort.  L'abondance  des 
particules  virales  dans  les  cellules  infectees  permet 
une  recuperation  rapide  de  quantites  importantes 
de  virions,  apres  un  protocole  de  purification  rela- 
tivement  simple.  En  coloration  negative,  le  virion 
apparait  comme  un  batonnet  cylindrique  creux  de 
17  ran  de  diametre  sur  300  ran,  dont  l'organisation 
est  reguliere  tout  du  long.  L'analyse  de  sa  compo¬ 
sition  chimique  permet  de  comprendre  cette  struc¬ 
ture  tres  simple  ;  elle  montre  en  effet  l'existence 
d'une  seule  molecule  d'ARN  de  6  395  nucleotides 
de  long,  et  d'une  seule  espece  moleculaire  de  pro- 
teine  (MM  :  17  500  Da),  presente  en  2  130  copies 
(voir  figure  15.3). 

Ces  deux  types  de  macromolecules  s'organisent 
en  une  helice  formee  de  130  spires  jointives  ; 
chaque  sous-unite  proteique  (capsomere)  a  une 
forme  allongee  et  s'associe  par  une  de  ses  extremi- 
tes  a  la  molecule  d'ARN  qui  est,  elle-meme,  orga- 


10  nm 

Figure  15.3 

Le  Virus  de  la  mosaique  du  tabac 


Les  particules  virales  sont  observees  en  coloration  nega¬ 
tive,  a  deux  grossissements  differents.  Les  capsomeres, 
bien  visibles  a  droite,  sont  represents  sur  le  schema  qui 
montre  egalement  la  structure  helicoldale  de  la  capside 
et  la  molecule  centrale  d'ARN  (cliche  Labo.  BG). 


nisee  en  helice.  L'ensemble  des  proteines  constitue 
la  capside  du  virion,  l'ensemble  capside  plus  ARN 
formant  une  nucleocapside  helicoidale  qui  reste 
nue.  L'assemblage  d'une  structure  de  grande  taille, 
a  partir  de  deux  types  d'elements  seulement,  pose 
la  question  de  l'information  necessaire  a  sa  realisa¬ 
tion.  Le  probleme  est  en  fait  identique  a  celui  de  la 
mise  en  place  de  structures  telles  que  les  microfila¬ 
ments  d'actine,  les  microtubules  ou  les  ribosomes. 
L'information  est  contenue  dans  les  sous-unites 
macromoleculaires  elles-memes,  ce  qui  se  traduit, 
dans  des  conditions  experimentales  appropriees, 
par  un  phenomene  d'autoassemblage  spontane  a 
partir  des  elements  constitutifs  ;  le  VMT  a  ete  le 
premier  materiel  sur  lequel  ce  type  d'etude  a  ete 
conduit,  et  les  regies  qui  en  ont  ete  deduites  ont  un 
caractere  general  (voir  chapitre  1). 

C'est  grace  a  cette  propriete  qu'ont  ete  realisees 
les  experiences  de  Lraenkel-Conrat  et  Williams 
(1956),  sur  le  materiel  genetique  du  VMT,  signalees 
dans  le  chapitre  4.  A  partir  des  proteines  et  des 
ARN  purifies  de  diverses  souches  de  ce  Virus 
(caracterisees  par  des  symptomes  differents),  ces 
auteurs  ont  reconstitue  des  virions  mixtes  rassem- 
blant  les  composants  trouves  dans  des  souches 
distinctes.  Ils  ont  ainsi  montre  que  seul  l'acide 
nucleique  est  porteur  d'une  information  heredi- 
taire  ;  il  a  d'ailleurs,  a  lui  seul,  un  caractere  infec- 
tieux  (bien  que  reduit  par  rapport  au  virion 
complet). 

2.2.2.  Virus  A  capside  icosaedrique. 

Les  Adenovirus 

Les  Adenovirus  constituent  une  vaste  famille  de 
Virus  de  cellules  animales  ;  les  premiers  represen- 
tants  ont  ete  extraits  de  tissus  adenoides  (tels  que 
les  amygdales  chez  l'Homme)  de  personnes  attein- 
tes  d'infections  respiratoires  aigues.  En  coloration 
negative,  ils  presentent  une  forme  subspherique 
qui  s'avere  etre  en  fait  une  structure  polyedrique  a 
20  faces  en  triangle  equilateral  et  a  12  sommets 
(icosaedre).  Le  diametre  du  virion  est  voisin  de 
75  nm  et,  bien  que  de  petite  taille,  l'organisation 
de  cette  particule  est  sensiblement  plus  complexe 
que  celle  du  VMT  (voir  figure  15.4).  La  capside 
externe,  de  nature  proteique,  protege  une  mole¬ 
cule  d'ADN,  elle-meme  associee  a  des  proteines 
internes.  Pour  pouvoir  s'organiser  en  icosaedre,  les 
unites  de  structure  de  la  capside  sont  necessaire- 
ment  de  nature  double  :  certaines,  de  type  pentago¬ 
nal  (les  pentons)  doivent  contracter  des  liens  avec 
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Figure  15.4 

Les  adenovirus 

Les  particules  virales  ont  une  structure  icosaedrique, 
bien  visible  sur  le  cliche  du  haut,  obtenu  en  coloration 
negative.  L'organisation  de  la  capside,  presentee  dans  le 
modele  moleculaire,  montre  sa  structure  a  base  de  tri¬ 
angles  equilateraux  formes  id  de  12  hexons,  et  dont  les 
sommets  portent  chacun  un  penton  (surlignes). 


cinq  autres  unites  de  structure,  puisqu'elles  sont 
aux  sommets  du  volume  ;  d'autres,  de  type  hexa¬ 
gonal  (les  hexons)  doivent  s'associer  avec  six  autres 
unites,  puisqu'elles  constituent  les  faces  planes.  II 
y  a  done  12  capsomeres  de  type  penton,  constitues 
de  cinq  sous-unites  elementaires  identiques,  et 
240  de  type  hexon,  formes  de  trois  sous-unites 
identiques.  Sur  chaque  sommet  est  fixee  une  fine 
fibre  surmontee  d'une  particule  globulaire. 

2.2.3.  Virus  enveloppes 

Tous  parasites  de  cellules  animales,  ces  Virus 
presentent  une  organisation  plus  complexe  que 
celle  des  precedents,  dans  la  mesure  ou  leur 


nucleocapside  est  entouree  d'une  membrane  clas- 
sique,  e'est-a-dire  une  bicouche  phospholipidique 
dans  laquelle  sont  enchassees  des  proteines  trans- 
membranaires  typiques.  Cette  enveloppe  a  le  plus 
souvent  pour  origine  la  membrane  plasmique  de 
la  cellule-hote  dans  laquelle  le  cycle  de  reproduc¬ 
tion  viral  s'est  deroule,  et  dont  elle  derive  par  un 
processus  de  bourgeonnement  ;  trois  exemples 
classiques  sont  presentes  id. 

•  Le  Virus  de  la  grippe 

Le  virion,  dont  le  diametre  est  de  120  nm  envi¬ 
ron,  porte  une  enveloppe  herissee  d'epines  (ou 
spicules),  visibles  en  microscopie  electronique  ;  il 
s'agit  en  fait  de  deux  glycoproteines  transmembra- 
naires  :  l'hemagglutinine  et  la  neuraminidase, 
dont  la  fonction  sera  presentee  lors  de  l'etude  du 
cycle  du  Virus.  Etroitement  accolee  sous  la  mem¬ 
brane,  se  trouve  situee  une  troisieme  proteine  qui 
represente  la  proteine  la  plus  abondante  du  virion. 
Dans  la  cavite  limitee  par  l'enveloppe  est  situee  la 
nucleocapside,  constitute  d'ARN  et  d'une  proteine 
capsidale  qui  l'entoure  completement.  Cette 
nucleocapside,  tres  allongee  et  qui  possede  une 
structure  helicoidale  voisine  de  celle  du  VMT,  est 
completement  entortillee  au  sein  du  virion.  Par 
electrophorese,  on  a  montre  qu'elle  contient  7  ou 
8  molecules  d'ARN  distinctes  ;  la  cohesion  de  l'en- 
semble  est  assuree  grace  a  la  game  des  proteines 
capsidales.  On  trouve  egalement  sous  l'enveloppe 
plusieurs  proteines  minoritaires  dont  les  fonctions 
importantes  seront  decrites  plus  loin  ;  le  virion 
comprend,  au  total,  une  dizaine  de  chaines  poly- 
peptidiques  (voir  figure  15.5). 

II  existe  trois  groupes  de  virus  de  la  grippe  :  A, 
B  et  C.  Les  formes  A  sont  responsables  des  epide- 
mies  touchant  habituellement  l'Homme  ;  elles 
infectent  aussi  divers  animaux  sauvages  ou 
domestiques  :  le  cheval,  le  pore,  le  phoque  et  de 
nombreux  oiseaux  aquatiques,  en  particulier  les 
canards.  La  grippe  touche  regulierement  5  a  15  % 
de  la  population  francaise,  faisant  plusieurs  milliers 
de  morts  par  an.  Les  formes  B  et  C,  strictement 
humaines,  sont  soit  responsables  d'epidemies 
locales,  soit  impliquees  dans  des  syndromes  non 
grippaux. 

Tous  ces  virus  ont  des  genomes  segmentes  (A  et 
B  :  8  segments,  C  :  7),  chaque  molecule  d'ARN  (ou 
chromosome)  codant  une  ou  deux  proteines.  A  la 
difference  de  certains  virus,  tels  que  ceux  de  la 
rougeole  ou  des  oreillons,  genetiquement  tres 
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Figure  15.5 
Les  Virus  enveloppes 

Ces  Virus  sont  caracterises  par  une  enveloppe  lipoproteique  bien  visible  sur  les  cliches  (coupe  et  coloration  negative  ; 
Labo  BG) ;  a  gauche  :  Virus  de  la  vaccine  et  a  droite.  Virus  de  la  grippe.  Le  schema  montre  l'organisation  du  Virus  de 
la  grippe  :  H  hemagglutinine,  N  neuraminidase,  P  proteine  interne,  C  segment  d'ARN  recouvert  de  proteine  de  cap- 
side,  avec  une  molecule  de  polymerase  a  son  extremite  (8  segments). 


stables  (la  vaccination  conferant  alors  une  immu- 
nite  durable),  le  virus  A  de  la  grippe  change  en 
permanence  et  de  nouveaux  vaccins  doivent  etre 


regulierement  prepares.  Les  raisons  de  cette  situa¬ 
tion  particuliere  sont  presentees  dans  l'encart  bio¬ 
medical  suivant. 


Encart  biomedical 
Les  causes  de  la  variabilite  des  virus  de  la  grippe  du  groupe  A 


La  variabilite  phenotypique  constante  du  virus  A 
est  due  a  deux  mecanismes  genetiques  tres  diffe- 
rents,  nommes  «  glissement »  et  «  cassure  »  antige- 
niques.  Le  premier  mecanisme  est  une  variation 
genetique  progressive,  due  a  des  mutations  ponc- 
tuelles  frequentes  concernant  les  deux  proteines 
de  surface  :  l'hemagglutinine  (H)  et  la  neuramini¬ 
dase  (N)  ;  ces  modifications  conduisent  a  des 
variations  antigeniques  mineures.  Les  epidemies 
sont  limitees,  car  il  existe  de  grandes  ressem- 
blances  entre  les  formes  virales  qui  se  succedent 
tous  les  ans  ou  tous  les  deux  ans  ;  une  immunite 
croisee  etant  possible  entre  elles,  les  populations 
sont  naturellement  protegees  par  un  contact  avec 
les  formes  anterieures.  Cependant,  a  mesure  que 
les  variations  s'accumulent  (au  bout  de  2-4  ans), 
cette  protection  naturelle  s'estompe  et  la  vaccina¬ 
tion  peut  s'imposer. 

Les  cassures  antigeniques  sont  des  changements 
genetiques  profonds  et  brutaux,  survenant  tous 
les  10  ou  20  ans  ;  elles  sont  dues  a  des  reassorti- 
ments  entre  «  chromosomes  »,  en  particulier  ceux 


codant  les  molecules  de  H  ou  de  N.  Les  modifica¬ 
tions  antigeniques  majeures  qui  en  decoulent  sont 
responsables  de  pandemies  parfois  foudroyantes, 
car  il  n'existe  pas  d'immunite  croisee  entre  formes 
virales  successives,  et  les  populations  ne  sont  pas 
naturellement  protegees.  La  recombinaison  entre 
segments  genetiques  issus  de  souches  differentes 
se  realise  dans  des  cellules  ayant  ete  infectees 
simultanement  par  les  deux  virus. 

Ce  phenomene  d'  « hybridation »  se  deroule  chez 
des  pores,  qui  constituent  des  reservoirs  de  virus 
d'origines  variees  :  oiseaux,  humains,  etc.  Il  est 
admis  que  les  oiseaux  sont  l'hote  originel  des 
virus  de  la  grippe,  dont  ils  se  seraient  «echappes» 
pour  passer  chez  le  pore,  et  enfin  chez  l'Homme, 
a  la  faveur  d'un  elevage  intensif  commun,  tres 
repandu  en  Extreme-Orient  (le  passage  d'un  hote 
a  l'autre  necessitant  une  longue  periode  d'adap- 
tation).  L'episode  de  la  grippe  aviaire  de  1997  a 
cependant  montre  que  certaines  formes  de  virus 
pouvaient  passer  directement  de  l'oiseau  a 
l'Homme. 
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•  Le  Virus  de  la  foret  de  Semliki 

II  a  ete  isole  de  cellules  de  moustiques  de  la 
foret  de  Semliki  (Ouganda) ;  c'est  un  Virus  a  ARN 
dont  le  plan  d'organisation  rappelle  celui  du  Virus 
de  la  grippe,  mais  en  plus  simple.  Le  virion,  qui  a 
un  diametre  d'environ  65  nm,  possede  une  enve- 
loppe  lipoproteique  dans  laquelle  on  identifie  une 
seule  proteine  heterotrimerique  formant  des  spi¬ 
cules  pointant  vers  l'exterieur.  La  nucleocapside 
est  de  type  icosaedrique  modifie,  car  c'est  un  poly- 
edre  regulier  a  60  faces  (toutes  des  triangles  equila- 
teraux) ;  elle  est  constitute  de  180  molecules  d'une 
meme  proteine  globulaire,  qui  sont  etroitement 
appliquees  a  la  face  interne  de  la  membrane,  tan- 
dis  que  la  molecule  d'ARN  (12  700  nucleotides) 
emplit  la  cavite  du  virion.  Chaque  spicule  est  asso- 
cie  a  une  molecule  de  la  nucleocapside,  a  travers  la 
bicouche  lipidique.  L'interet  de  ce  Virus  est  que 
l'on  connait  parfaitement  les  differentes  etapes  de 
son  cycle,  depuis  son  entree  dans  la  cellule  jusqu'a 
sa  sortie  (voir  plus  loin). 


•  Le  Virus  VIH  (Virus  de  l'immunodeficience 
humaine) 


II  est  responsable  d'une  maladie,  tristement 
connue,  le  SIDA  (syndrome  d'immunodeficience 
acquise),  decrit  pour  la  premiere  fois  en  1981,  et 
du  a  la  destruction,  par  ce  Virus,  de  certains  lym¬ 
phocytes.  II  appartient  a  la  categorie  des  Retrovirus 
qui  sont  caracterises  par  une  biologie  complexe 
que  nous  decrirons  plus  loin.  L'organisation  du 
virion  (dont  la  taille  est  voisine  de  100  nm)  est 
classique.  Sa  membrane  phospholipidique  contient 
une  proteine  transmembranaire  glycosylee  (dite 
gp  120)  ayant  un  gros  domaine  tourne  vers  l'exte¬ 
rieur  ;  sous  cette  membrane  est  etroitement  appli- 
quee  une  couche  de  proteines  extrinseques.  Le 
coeur  du  virion  est  constitue  d'une  nucleocapside 
formee  d'une  proteine  entourant  deux  copies  iden- 
tiques  du  meme  ARN,  elles-memes  recouvertes 
d'un  manchon  proteique  ;  en  outre,  quelques 
exemplaires  d'une  enzyme  particuliere  sont  asso- 
cies  a  l'ARN  :  la  transcriptase  inverse  du  virion, 
dont  nous  verrons  l'importance  pour  le  deroule- 
ment  du  cycle  viral  (voir  figure  15.6). 


Dans  le  cas  de  certains  Virus  enveloppes,  le 
bourgeonnement  se  fait  au  niveau  de  membranes 
internes,  dans  des  compartiments  tels  que  l'enve- 
loppe  nucleaire,  le  reticulum  endoplasmique  ou 
l'appareil  de  Golgi.  Le  trajet  de  ces  Virus  est  tres 
complexe  au  sein  de  la  cellule  et  rappelle  celui  des 
proteines  secretees  :  ils  sont  en  general  emis  hors 


de  la  cellule  par  un  phenomene  d'exocytose  (voir 
chapitre  9).  II  faut  alors  bien  comprendre  que  la 
membrane  qui  les  entoure  provient  du  comparti- 
ment  initial  ou  ils  ont  bourgeonne  (eventuellement 
modifiee  au  cours  du  trajet,  au  sein  des  cavites  tra- 
versees),  et  n'a  rien  a  voir  avec  la  membrane  plas- 
mique. 


Figure  15.6 

Le  Virus  VIH,  responsable  du  SIDA 

Coupe  schematique  montrant  l'organisation  du  virion 
du  VIH  :  la  membrane  phospholipidique  porte  a  l'exte¬ 
rieur  la  proteine  gpl20,  et  sur  sa  face  interne  une  petite 
proteine  extrinseque.  La  nucleocapside  contient  deux 
molecules  d'ARN  identiques,  auxquelles  sont  associees 
deux  molecules  de  transcriptase  inverse  (d'apres  Pour  la 
Science,  mars  1997). 


2.2.4.  Bacteriophages  complexes 

Les  Bacteriophages  (ou  phages)  sont  des  Virus 
qui  s'attaquent  aux  Bacteries  (Eubacteries  et 
Archebacteries)  et  les  detruisent  en  general.  Ils 
constituent  un  groupe  heterogene  dont  le  materiel 
genetique  est  constitue  d'ADN  ou  d'ARN.  Certains 
ont  une  structure  simple,  icosaedrique  ou  helicoi- 
dale,  tandis  que  d'autres  sont  tres  complexes.  Des 
phages  tels  que  R  17,  MS  2,  Q(3,  Ox  174,  ont  une 
organisation  semblable  a  celle  des  virions  que 
nous  venons  d’etudier,  de  meme  que  les  phages 
dits  « impairs  »  de  la  serie  T  (T  pour  type). 

Les  phages  complexes  les  plus  classiques,  T2  et 
T4  (dits  « pairs »),  ont  une  forme  de  tetard,  avec 
une  tete  qui  correspond  a  la  capside,  et  une  queue 
ayant  une  structure  tres  elaboree  ;  la  longueur 
totale  de  cette  particule  atteint  0,2  pm.  L'interieur 
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de  la  tete,  qui  a  une  structure  derivee  d'un  ico- 
saedre  et  est  constitute  d'une  proteine  majoritaire, 
contient  une  longue  molecule  d'ADN  lineaire, 
associee  a  un  certain  nombre  d'autres  proteines. 
La  queue  est  une  structure  double,  formee  d'un 
cylindre  creux  constitue  d'un  grand  nombre  de 
monomeres  proteiques  identiques,  ayant  une  dis¬ 
position  en  anneaux  superposes,  a  l'interieur 
duquel  se  trouve  un  axe  tubulaire.  Ce  dernier 
porte,  a  l'oppose  de  la  tete,  une  plaque  hexagonale 
munie  de  longues  et  tres  fines  fibres  caudales  ; 
enfin  un  anneau  plus  large  (ou  col)  separe  la  tete 
de  la  queue  (voir  figure  15.7).  Ces  virus  sont  parmi 
les  plus  riches  en  information  genetique,  et  leur 
fonctionnement,  lors  de  l'infection  d'une  cellule- 
hote,  est  tres  complexe. 

2.3  Fonctionnement  des  genomes  viraux. 
Cycles  viraux 


2.3.1.  Les  GENOMES  VIRAUX 

Mieux  que  par  leur  morphologie,  relativement 
peu  variee,  ou  la  nature  de  leurs  hotes  -  au 
contraire  tres  divers  -  les  Virus  sont  efficacement 
classes  selon  la  nature  de  leur  materiel  genetique 
et  la  strategic  developpee  pour  l'utiliser.  Contrai- 
rement  aux  Procaryotes  ou  aux  Eucaryotes,  chez 


qui  celui-ci  est  toujours  constitue  d'ADN  double- 
brin,  les  Virus  contiennent  un  materiel  genetique 
dont  la  composition  et  l'organisation  sont  remar- 
quablement  diversifies  :  ADN  ou  ARN,  a  l'etat 
simple-brin  ou  double-brin,  circulaire  ou  lineaire, 
unique  ou  fragments  en  chromosomes.  Les  carac- 
teristiques  generates  de  ces  genomes  ont  ete  pre¬ 
sentees  dans  le  chapitre  4  ;  dans  la  mesure  ou  la 
nature  du  materiel  genetique  determine  fortement 
le  type  de  cycle,  les  classifications  modernes  des 
Virus  prennent  d'abord  ce  parametre  en  compte 
(voir  figure  15.8).  II  faut  signaler  ici  que  la  quasi- 
totalite  des  Virus  de  Vegetaux  sont  a  ARN. 

•  Les  Virus  a  ADN  represented  le  cas  le  plus 
simple,  car  ils  utilisent  directement  la  machinerie 
cellulaire  pour  accomplir  leur  cycle,  la  cellule-hote 
ayant  toujours  un  genome  d'ADN  ;  le  materiel 
genetique  de  la  plupart  de  ces  Virus  code  pour  rme 
ADN  polymerase  propre.  Les  plus  complexes 
d'entre  eux,  comme  les  Bacteriophages  « pairs »  ou 
le  Virus  de  la  Vaccine,  possedent  un  genome  rela¬ 
tivement  important  qui  code  pour  de  nombreuses 
enzymes  intervenant  specifiquement  dans  la  repli¬ 
cation  et  la  transcription  de  leur  propre  information 
genetique  (mais  qu'on  ne  retrouve  pas  dans  le 
virion).  On  connait  quelques  rares  Virus  dont  le 
genome  est  fait  d'un  ADN  simple-chaine. 

•  Chez  la  plupart  des  Virus  a  ARN  positif 
(ARNm),  le  genome  est  traduit  des  son  arrivee  dans 


Figure  15.7 

Les  bacteriophages 

Deux  exemples  classiques  de  bacteriophages  sont  presentes  :  le  bacteriophage  Lambda,  a  gauche  et  le  bacteriophage 
T4,  a  droite.  Le  schema  montre  l'organisation  complexe  de  ce  dernier,  qui  possede  un  systeme  elabore  de  fixation  et 
d'injection  de  son  ADN  (contenu  dans  la  tete)  dans  la  cellule  bacterienne  infectee  :  T  tete,  Q  queue,  E  epines,  FC  fibres 
caudales.  Cliches  C.  Gordon. 
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Figure  15.8 

Organisation  et  fonctionnement  des  genomes 
des  Virus  d'animaux 

La  classification  en  six  families  de  ces  Virus  repose  sur  la 
nature  chimique,  l'organisation  de  leur  materiel  gene- 
tique  et  la  fagon  dont  l'ARN  messager  final  est  obtenu. 


la  cellule,  grace  aux  ribosomes  hyaloplasmiques  ; 
ceci  conduit  a  la  production  d'une  enzyme  specifi- 
quement  virale,  nommee  ARN  replicase  (ou  ARN 
polymerase  ARN  dependante),  capable  de  repli- 
quer  un  ARN  (obtenir  une  copie  complementaire 
d'ARN  a  partir  d'un  autre  ARN).  On  obtient  ainsi 
une  population  d'ARN  negatifs  permettant  de 
fabriquer  a  leur  tour  de  nouveaux  ARN  positifs 
qui  servent  a  la  fois  pour  la  traduction  et  la  consti¬ 
tution  des  nouveaux  virions.  Quelques  Virus  a 
ARN  positif  ont  un  cycle  complexe,  impliquant  la 
fabrication  d'une  copie  de  leur  genome  sous  forme 
d'une  molecule  d'ADN  double-brin  qui  sera  inte- 
gree  dans  le  genome  de  l'hote  ;  il  s'agit  des  Retro¬ 
virus,  dont  la  plupart  sont  cancerigenes  chez  les 
Vertebres.  Ces  Virus  emportent  dans  leur  virion 
une  enzyme  capable  de  recopier  un  ARN  en  ADN, 
appelee  transcriptase  inverse. 

•  Tous  les  Virus  a  ARN  negatif  (ARN  anti¬ 
sens,  complementaire  d'un  ARNm)  ont  developpe 
une  strategie  tres  originale  :  ils  emportent  necessai- 
rement  dans  leur  capside  une  enzyme  particuliere 
appelee  ARN  transcriptase,  dont  le  fonctionne¬ 
ment  est  identique  a  celui  d'une  ARN  replicase,  et 
qui  sert  a  fabriquer  une  molecule  d'ARN  positif  a 
partir  de  leur  genome.  Ce  dernier  ne  peut  en  effet 
etre  reconnu  par  la  machinerie  cellulaire  et  traduit 
en  proteines,  et  une  telle  enzyme  n'existe  evidem- 
ment  pas  dans  la  cellule-hote.  L'ARN  positif  ainsi 


obtenu  sert  d'abord  de  messager  pour  la  fabrica¬ 
tion  des  proteines  virales  intervenant  dans  le  cycle 
ou  dans  la  constitution  de  la  capside,  puis,  par  la 
suite  de  matrice  pour  fabriquer  de  nouvelles  mole¬ 
cules  negatives,  qui  seront  encapsidees. 

•  Les  rares  Virus  a  ARN  double-brin  empor¬ 
tent  aussi  une  transcriptase  dans  leur  virion. 


2.3.2.  Caracteres  communs  aux  cycles  viraux 

Le  cycle  viral  est  defini  comme  la  succession  des 
etapes  conduisant,  apres  l'infection  d'une  cellule 
sensible  par  une  particule  virale,  a  la  production 
d'une  nouvelle  generation  de  virions.  Ces  derniers 
ne  se  multiplient  pas  comme  des  cellules,  par  aug¬ 
mentation  de  taille,  puis  division  ;  ils  s'assemblent 
directement  et  de  fagon  spontanee  au  sein  du  cyto- 
plasme  a  partir  de  molecules  elementaires  (pro¬ 
teines,  acide  nucleique)  fabriquees  par  la  cellule- 
hote  a  partir  du  genome  viral,  comme  n'importe 
quel  edifice  supramoleculaire  de  celle-ci.  Malgre 
la  diversity  des  virus  et  de  leurs  cellules-cibles,  de 
leur  materiel  genetique  et  des  types  de  cycles  ren¬ 
contres  dans  la  nature,  on  peut  distinguer  une 
serie  d'evenements  communs,  due  au  caractere 
parasitaire  absolu  de  ces  particules  infectieuses.  II 
faut  souligner  que  certains  types  de  virions  renfer- 
ment,  en  plus  de  leurs  proteines  de  structure, 
quelques  copies  d'une  enzyme  impliquee  dans  la 
replication  de  leur  materiel  genetique  ;  c'est  la 
seule  molecule  qu'ils  ne  peuvent  trouver  naturelle- 
ment  dans  les  cellules  lors  de  l'infection,  et  qui  soit 
cependant  indispensable  pour  demarrer  leur 
cycle  ;  elle  est  done  codee  par  leur  propre  chromo¬ 
some.  II  existe  toujours,  au  cours  du  cycle  viral, 
une  phase  pendant  laquelle  un  Virus  est  reduit  a 
sa  seule  information  genetique. 

•  Reconnaissance  et  adsorption 

L'infection  implique  d'abord  un  contact  direct 
entre  le  Virus  et  son  hote  ;  la  particule  virale  etant 
inerte,  cette  rencontre  est  aleatoire.  Celle-ci  se  rea¬ 
lise  facilement  dans  la  nature,  dans  le  cas  des  cel¬ 
lules  bacteriennes  isolees  qui  peuvent  rencontrer 
directement  des  particules  virales  emises  dans  le 
milieu  par  d'autres  cellules  lysees.  Chez  les  Ani- 
maux,  les  virions  sont  amenes  dans  tous  les  tissus 
par  les  voies  respiratoires,  sanguines,  urinaires, 
digestives,  qui  sont  autant  de  portes  d'entree  de 
l'organisme.  Les  Virus  reconnaissent  leurs  cel¬ 
lules-cibles  grace  a  des  molecules  de  leur  surface 
(capside  ou  enveloppe)  qui  sont  identifiees  par  des 
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proteines  de  la  membrane  plasmique  de  l'hote. 
Ces  dernieres,  qui  fonctionnent  comme  des  recep- 
teurs,  sont  normalement  associees  a  d'autres  fonc- 
tions  cellulaires,  mais  elles  sont  en  fait  detournees 
par  les  Virus,  qui  ont  «appris»  a  les  reconnaitre. 
Cette  etape  de  reconnaissance  se  termine  par 
l'adsorption  du  virion  sur  la  surface  cellulaire  ; 
celui-ci  possede,  de  cette  facon,  une  specificite  pour 
son  hote  que  ne  presente  pas  son  acide  nucleique 
nu,  lequel  peut,  dans  certains  cas  etre  infectieux 
seul.  En  raison  de  leur  paroi  cellulosique  protec- 
trice,  l'infection  des  cellules  vegetales  ne  peut  se 
faire  qu'a  l'occasion  de  blessures  ou  bien,  ce  qui  est 
le  plus  frequent,  lors  de  piqures  par  des  Insectes 
tels  que  les  pucerons  qui  sont,  eux-memes,  infectes 
et  vecteurs  du  Virus. 

•  Penetration  du  Virus  ou  de  son  materiel  gene- 
tique 

Dans  le  cas  des  Virus  d'Animaux,  il  y  a  soit 
fusion  membranaire  (virions  enveloppes),  soit 
endocytose  et  passage  par  le  compartiment  endo- 
somal  (voir  chapitres  6  et  7).  La  liberation  de  la 
nucleocapside  et  du  materiel  genetique  dans  le 
hyaloplasme  (decapsidation)  est  done  immediate, 
ou  bien  decalee  dans  le  temps.  Chez  les  Vegetaux, 
il  n'y  a  pratiquement  pas  de  Virus  enveloppes  et, 
comme  on  l'a  vu  plus  haut,  l'injection  des  virions 
se  fait  directement  dans  le  cytoplasme.  Chez  les 
Bacteries,  la  situation  est  encore  differente,  car  la 
plupart  des  Bacteriophages  introduisent,  par 
divers  precedes  plus  ou  moins  actifs,  uniquement 
leur  materiel  genetique  dans  les  cellules  ;  le  cas  des 
Bacteriophages  T2  ou  T4,  qui  fonctionnent  comme 
des  seringues  a  ADN,  est  tout  a  fait  remarquable. 

•  Expression  et  replication  du  materiel  genetique 

Comme  nous  l'avons  vu,  il  existe  ici  de  grandes 
differences  en  fonction  de  la  nature  du  materiel 
genetique  viral ;  elles  sont  a  la  base  d'une  classifi¬ 
cation  biologique  des  Virus.  Les  principaux  cas  de 
figure  de  fonctionnement  des  genomes  viraux 
seront  illustres  par  des  exemples  detailles. 

•  Assemblage  des  particules  virales 

L'expression  du  genome  viral,  qui  se  realise  au 
moyen  de  la  machinerie  de  l'hote,  conduit  a  la 
fabrication  des  proteines  du  virion  (capside,  enve- 
loppe  et  parfois  enzymes).  De  plus,  la  replication 
du  genome  viral  aboutit  a  la  synthese  d'un  grand 
nombre  de  copies  de  celui-ci  ;  des  processus 
d'autoassemblage  sont  enfin  responsables  de  la 


reunion  de  ces  deux  types  de  constituants  et  de  la 
mise  en  place  des  nucleocapsides,  ou  bien  des  par¬ 
ticules  virales  completes  (cas  des  Bacteriophages, 
par  exemple)  au  sein  du  cytoplasme. 

•  Liberation  des  virions 

Cette  derniere  phase  varie  selon  les  organismes. 
Chez  les  Bacteries,  des  enzymes  produites  en  fin 
de  cycle  viral  detruisent  les  membranes  cellulaires 
et  provoquent  la  lyse  de  l'hote,  ce  qui  conduit  a  la 
liberation  des  virions  dans  le  milieu.  Chez  les  cel¬ 
lules  animales,  le  mecanisme  peut  etre  le  meme, 
mais  on  observe  le  plus  souvent  un  phenomene  de 
bourgeonnement,  a  travers  la  membrane  plas¬ 
mique,  qui  est  a  l'origine  des  Virus  a  enveloppe  ; 
les  proteines  membranaires  d'origine  virale  sont 
mises  en  place  a  ce  niveau  grace  aux  mecanismes 
cellulaires  habituellement  utilises  pour  ce  type  de 
proteines  (voir  figures  15.9  et  15.12).  En  ce  qui 
concerne  les  Virus  de  Vegetaux,  il  n'y  a  pas  de  sor¬ 
tie  spontanee  des  virions,  mais  intervention  des 
mecanismes  de  blessure  ou  des  Insectes. 


Figure  15.9 

Phenomene  de  bourgeonnement  des  virions 
a  travers  la  membrane  plasmique 
Cliche  montrant  la  formation  progressive  du  virion  qui 
se  pince  a  partir  de  la  membrane  plasmique,  apres  que  la 
nucleocapside  se  soit  rapprochee  de  cette  derniere.  Le 
schema  precise  l'origine  des  proteines  de  l'enveloppe 
virale,  enchassees  dans  la  bicouche  lipidique. 
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2.3.3.  Diversite  des  cycles  des  Virus  d'Animaux 

Chez  les  Virus  de  cellules  animales,  on  distingue 
plusieurs  types  de  cycles  conduisant  a  une  pro¬ 
duction  plus  ou  moins  rapide  de  particules  virales 
et  traduisant  une  forme  specifique  d'interaction 
entre  la  cellule-hote  et  son  parasite  : 

1)  l'infection  lytique  :  elle  conduit  tres  rapidement, 
apres  l'infection,  a  la  production  et  a  la  libera¬ 
tion  d'une  descendance  de  nombreux  virions, 
accompagnee  de  la  mort  de  la  cellule,  a  la  suite 
de  sa  lyse  complete ; 

2)  l'infection  persistante  :  dans  ce  cas,  la  cellule- 
hote  vit  en  equilibre,  pendant  des  mois,  avec  son 
parasite  dont  le  materiel  genetique  provoque  la 
production  lente  mais  continue  de  virions  qui 
en  sortent,  par  bourgeonnement,  sans  endom- 
mager  sa  membrane  plasmique. 

Parmi  les  exemples  d'infection  persistante,  il 
faut  signaler  le  cas  de  l'infection  transfor- 
mante  :  dans  ce  type  d'interaction,  le  materiel 
genetique  du  Virus  (en  general,  un  Retrovirus) 
est  integre  au  genome  de  l'hote  et  son  fonction- 
nement,  ainsi  que  sa  replication,  sont  sous  le 
controle  de  ce  dernier.  Ce  phenomene  conduit  le 
plus  souvent  a  une  transformation  neoplasique 
(cancereuse)  des  cellules,  c'est-a-dire  a  leur  pro¬ 
liferation  continue  ;  on  parle  alors  de  Virus 
oncogene.  Pour  des  raisons  diverses,  que  nous 
verrons  plus  loin,  le  genome  viral  entraine  un 
dereglement  des  activites  cellulaires  liees  a  la 
division  et  au  controle  du  cycle  (voir  cha- 
pitre  12).  La  production  de  virions  est  la  plupart 
du  temps  continue,  mais  elle  peut  aussi  entrai- 
ner  la  lyse  des  cellules  ; 

3)  l'infection  latente  :  les  Virus  ayant  infecte  la  cel¬ 
lule  ne  manifestent  pas  leur  presence  immedia- 
tement,  et  ils  restent  presents  dans  la  cellule 
pendant  des  periodes  parfois  tres  longues,  bien 
qu'inactifs.  Sous  l'action  d'un  stimulus,  d'un 
stress  ou  d'un  affaiblissement  de  la  cellule,  le 
Virus  se  met  a  se  multiplier  et  un  cycle  lytique 
peut  etre  engage  (les  cas  du  Virus  de  l'herpes 
labial  ou  de  la  varicelle  sont  bien  connus) ; 

4)  l'infection  abortive  et  defective  :  ces  cycles  par- 
ticuliers  sont  incomplets  car  ils  ne  conduisent  pas 
a  la  production  d'une  nouvelle  generation  de 
virions.  Dans  le  premier  cas,  le  Virus  infecte  une 
cellule  qui  n'est  pas  son  hote  habituel  et  il  y  a 
incompatibilite  entre  le  genome  du  Virus  et  les 
fonctions  de  la  cellule  ;  le  cycle  avorte  done.  Dans 
le  deuxieme  cas,  le  Virus  infecte  une  cellule  nor- 


malement  sensible,  mais  celui-ci  possede  un 
genome  defectueux  (car  mutant),  de  sorte  qu'une 
ou  plusieurs  fonctions  ne  sont  pas  remplies  et  le 
cycle  ne  peut  s'achever  (Virus  defectif). 

2.4  Quelques  exemples  de  cycles  viraux 


2.4.1.  Cycle  de  reproduction 

DU  BACTERIOPHAGE  T4 

La  multiplication  du  phage  T4  (Virus  a  ADN 
double-brin  lineaire)  se  realise  obligatoirement  au 
sein  d'une  Bacterie-hote,  qui  est  ici  Escherichia  coli ; 
etant  donne  la  facilite  de  culture  des  Bacteries, 
l'etude  du  cycle  de  ce  Virus  a  ete  beaucoup  plus 
rapide  et  complete  que  celle  des  Virus  des  Animaux 
ou  des  Vegetaux,  au  moins  avant  l'avenement  des 
cultures  de  cellules.  La  complexite  des  evenements 
qui  se  deroulent  au  cours  du  cycle  viral,  ainsi  que 
celle  des  particules  elles-memes,  s'explique  par  le 
fait  que  le  materiel  genetique  de  ce  Virus  est  un 
des  plus  importants  qui  soient  (voir  chapitre  4). 
Les  analyses  de  sequences  montrent  que  pres  de 
300  genes  sont  presents  le  long  de  ce  chromosome, 
ce  qui  est  considerable  pour  un  Virus. 

•  Adsorption  du  virion  et  injection  de  l'ADN 
viral :  l'infection 

L'infection  ne  peut  avoir  lieu  que  si  une  relation 
stable  s'etablit  entre  les  partenaires.  La  reconnais¬ 
sance  et  la  fixation  du  Bacteriophage  sur  la  paroi 
bacterienne  sont  dues  a  la  presence  de  molecules 
situees  a  l'extremite  des  fibres  caudales,  et  qui  sont 
prises  en  charge  par  des  recepteurs  portes  par  les 
couches  externes  de  cette  paroi.  Comme  on  l'a  deja 
dit,  ces  recepteurs  ne  sont  evidemment  pas  desti¬ 
nes  a  recevoir  les  phages  ;  ce  sont  des  molecules 
ayant  des  fonctions  bien  precises  chez  la  Bacterie 
(transporteurs  membranaires,  par  exemple).  Ces 
recepteurs  sont  differents  selon  les  phages. 

Une  fois  le  contact  etabli,  le  phage  se  fixe  solide- 
ment  sur  la  paroi  cellulaire  grace  a  sa  plaque  cau¬ 
date  terminate  ;  e'est  alors  qu'intervient  une  activite 
enzymatique  portee  par  la  queue  du  phage,  qui 
degrade  localement  la  paroi  en  s'attaquant  aux 
liaisons  glycosidiques  du  peptidoglycane.  Les  pro- 
duits  de  cette  degradation  provoquent  la  contrac¬ 
tion  apparente  de  la  game  exterieure  de  la  queue, 
ce  qui  entraine  la  perforation  de  la  paroi  par  l'axe 
tubulaire  central  qui  n'a  pas  modifie  sa  longueur. 
Il  ne  s'agit  pas  en  fait  d'une  vraie  contraction  mais 
d'un  rearrangement  des  anneaux  successifs,  dont 
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le  nombre  est  brutalement  diminue  de  moitie. 
Simultanement,  se  produit  l'injection  dans  le  cyto- 
plasme  bacterien  de  l'ADN  contenu  dans  la  tete 
du  phage,  a  travers  l'axe  tubulaire  creux  (decapsi- 
dation)  ;  on  compare  parfois  ce  fonctionnement  a 
celui  d'une  seringue  (voir  figure  15.10).  La  parti- 
cule  phagique,  depourvue  de  son  acide  nucleique, 
reste  a  l'exterieur  de  la  Bacterie  et  constitue  ce 
qu'on  appelle  un  fantome  qui  peut  etre  decroche 
par  une  agitation  violente.  C'est  ce  phenomene  qui 
est  a  la  base  des  experiences  classiques,  evoquees 
dans  le  chapitre  4,  qui  ont  permis  a  Hershey  et 
Chase  (1952)  de  montrer  que  l'ADN  seul  consti- 
tuait  le  materiel  genetique  du  Bacteriophage.  Un 
seul  phage  infectieux  suffit  pour  declencher  la 
suite  des  evenements  ;  d'ailleurs,  si  trop  de  phages 
se  fixent  sur  une  seule  cellule,  sa  paroi  est  telle- 
ment  endommagee  qu'elle  eclate  et  l'ensemble  du 
processus  avorte  puisque  la  cellule-hote  meurt. 

•  Entree  en  fonction  du  genome  viral  ;  synthese 
des  constituants  du  virion 

Seul  l'ADN  viral  est  entre  dans  la  cellule  ;  le 
Virus  n'existe  plus  en  tant  que  tel,  ni  hors  de  la  cel¬ 
lule,  ni  dedans.  Cette  periode  du  cycle  viral,  qui 


dure  environ  10  min,  et  pendant  laquelle  aucune 
unite  infectieuse  ne  peut  etre  mise  en  evidence  est 
aussi  appelee  phase  d'eclipse.  Au  cours  de  celle- 
ci,  l'ADN  viral  utilise  les  enzymes  de  transcription 
et  la  machinerie  traductionnelle  de  la  bacterie  pour 
fabriquer,  d'abord  ses  ARNm  propres,  puis  des 
proteines  qui  ont  pour  role  de  bloquer  la  transcrip¬ 
tion  et  la  traduction  des  ARNm  bacteriens,  de 
detruire  ensuite  l'ADN  de  l'hote  (nucleases),  et  de 
permettre  enfin  la  synthese  de  bases  specifiques 
du  genome  viral,  telles  que  l'hydroxymethyl-cyto- 
sine.  On  connait  plus  d'une  trentaine  d'enzymes 
intervenant  dans  la  replication  du  Virus,  codees 
par  son  ADN,  et  qui  sont  neosynthetisees.  En 
revanche,  les  ribosomes,  les  ARNt,  les  systemes  de 
fourniture  de  metabolites  (acides  amines,  nucleo¬ 
tides)  ou  d'energie  sont  soigneusement  preserves 
afin  de  permettre  leur  utilisation  par  le  Virus.  Le 
resultat  de  tout  ceci  est  l'asservissement  complet 
de  l'ensemble  de  la  machinerie  de  synthese  bacte- 
rienne  au  profit  du  seul  Virus. 

Dans  un  deuxieme  temps,  l'ensemble  des 
enzymes  synthetisees  precedemment  fonctionne  a 
plein  regime  et  on  commence  a  detecter  la  presence 
de  composants  des  futurs  virions,  meme  si  ceux-ci 


destruction  de  l'ADN  bacterien  des  proteines  virales 


12  min 


15  min 


assemblage  des  tetes 
et  des  differents  elements 
de  la  queue 


assemblage  des  particules 
virales  completes  ;  synthese 
des  enzymes  de  lyse 


Figure  15.10 

Schema  simplifie  du  cycle  lytique  du  Bacteriophage  T4 


22  min 
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ne  sont  pas  encore  fabriques.  Les  molecules  d'ADN 
viral  sont  repliquees  a  partir  de  celles  initialement 
injectees  dans  la  Bacterie,  grace  aux  mecanismes 
moleculaires  habituels,  jusqu'a  ce  qu'environ 
200  copies  soient  accumulees.  De  fa  con  parallele, 
des  proteines  virales  sont  fabriquees,  parmi  les- 
quelles  on  peut  distinguer  deux  categories  :  1)  les 
proteines  de  structure  qui  permettront  l'assem- 
blage  de  la  tete,  de  la  queue  et  des  fibres  du  virion 
et,  2)  plusieurs  proteines  specifiques,  que  l'on  ne 
retrouve  pas  dans  les  virions,  et  qui  ne  font  pas  non 
plus  partie  du  cortege  d'enzymes  indispensables 
au  metabolisme  du  Virus,  mais  qui  interviendront 
dans  la  phase  finale  de  liberation  des  particules. 

Leur  mise  en  place  au  sein  du  cytoplasme  com¬ 
mence  des  la  douzieme  minute  du  cycle,  mais  elles 
ne  sont  pas  liberees.  On  ne  peut  les  mettre  en  evi¬ 
dence  que  par  la  microscopie  electronique,  ou  bien 
en  testant  le  pouvoir  infectieux  d'extraits  bacte- 
riens  realises  a  ce  moment  du  cycle.  Le  nombre 
des  virions  intracellulaires  croit  parallelement  a  la 
quantite  d'ADN  ou  de  proteines  virales.  Leur  mor- 
phogenese  est  un  processus  complexe  qui  se 
deroule  selon  un  scenario  strict,  comme  l'ont  mon- 
tre  des  etudes  utilisant  de  nombreux  mutants  defi¬ 
cients  pour  l'infection.  La  combinaison  des 
approches  genetique  et  biochimique,  l'utilisation 
de  tests  in  vitro  a  permis  de  mettre  en  evidence 
trois  chaines  de  montage  paralleles  :  assemblage 
de  la  tete,  de  la  queue  et  des  fibres  caudales.  La 
realisation  de  la  tete  et  l'encapsidation  de  l'ADN 
dans  celle-ci  sont  des  processus  relativement  tar- 
difs  qui  mettent  en  jeu,  non  seulement  des  pro¬ 
teines  de  structure,  mais  aussi  des  enzymes  de 
clivage  qui  decoupent  les  premieres  ;  les  tetes  et  les 
queues  se  soudent  ensuite  spontanement. 

•  Liberation  des  virions  et  lyse  de  la  bacterie 

Cette  derniere  phase  du  cycle  commence  25  min 
environ  apres  l'infection,  et  se  manifeste  par  la 
presence  de  virions  libres  dans  le  surnageant  de  la 
culture  infectee.  Lorsque  la  majorite  des  proteines 
capsidales  et  de  l'ADN  s’est  organisee  pour  don- 
ner  150  a  200  particules  virales,  la  paroi  bacte- 
rienne  est  rompue  et  les  virions  sont  liberes  en 
quelques  secondes.  La  raison  de  ce  phenomene  est 
la  presence,  au  sein  du  cytoplasme,  d'une  grande 
quantite  d'une  enzyme,  codee  par  le  genome  viral 
et  fabriquee  dans  la  phase  tardive,  nominee  lyso¬ 
zyme  ou  endolysine.  Celle-ci  attaque  le  peptido- 
glycane  de  la  paroi,  la  fragilise  et  conduit  a 
l'eclatement  de  la  cellule  par  choc  osmotique 
(d'autres  enzymes  interviennent  pour  degrader  la 


membrane  plasmique).  Cette  molecule  est  iden- 
tique  a  celle  qui,  fixee  a  la  plaque  caudale  du 
phage,  permet  l'injection  de  l'axe  tubulaire  lors  de 
l'infection.  La  phase  finale  du  cycle  est  la  lyse  de  la 
bacterie  qui  etait  deja  potentiellement  morte 
depuis  longtemps,  son  ADN  etant  detruit  ;  on 
parle  de  cycle  lytique  et  de  phage  virulent. 

COMMENTAIRE 

Notions  de  cycle  lysogene  et  de  provirus 

Si  la  production  d'une  descendance  et  la  lyse 
sont  l'unique  fa  con  dont  se  conclut  une  infec¬ 
tion  par  un  Bacteriophage  T4,  il  faut  savoir  que 
ce  n'est  pas  la  seule  issue  possible  pour  de  nom¬ 
breux  autres  phages,  dont  le  plus  connu  est  le 
Bacteriophage  Lambda,  qui  est  un  peu  plus 
petit  que  le  precedent.  Ces  Virus  presentent  une 
biologie  complexe  dans  laquelle  deux  types  de 
cycles  coexistent.  En  effet,  le  cycle  lytique  clas- 
sique  est  parfois  remplace  par  un  evenement  a 
la  suite  duquel  le  phage  ne  produit  pas  de  des¬ 
cendance,  mais  entre  dans  un  etat  tel  qu'il  ne  se 
manifeste  plus  (latence).  On  montre  que  le 
genome  viral  est  toujours  present  dans  la  cel¬ 
lule,  mais  sous  une  forme  inactive.  II  existe  en 
fait  a  l'etat  integre  dans  le  chromosome  de 
l'hote,  en  un  point  bien  particulier  ;  on  parle 
alors  de  lysogenie  et  de  cycle  lysogene.  Le 
genome  viral  est  alors  replique  en  meme  temps 
que  le  chromosome  bacterien  et  il  se  perpetue 
de  generation  en  generation.  Etant  mis  sous  le 
controle  du  genome  de  l'hote,  il  n'exprime  pas 
les  fonctions  lytiques  et  ne  conduit  pas  a  la  pro¬ 
duction  de  virions. 

Cet  etat  stable  peut  se  maintenir  tres  longtemps, 
mais  peut  aussi  etre  rompu  brutalement  sous 
l'action  de  certains  facteurs  externes  qui  affai- 
blissent  les  cellules  (les  UV,  par  exemple),  et 
une  phase  lytique  est  alors  engagee.  On  appelle 
prophage  (ou  plus  generalement  provirus)  la 
forme  integree  du  genome  viral,  et  l'on  parle  de 
phage  tempere  pour  designer  ce  type  de  Virus. 
Les  mecanismes  mis  en  jeu  pour  engager  et 
maintenir  l'etat  lysogene,  ou  pour  faire  basculer 
d'un  cycle  dans  l'autre,  sont  d'une  telle  com¬ 
plexity  qu'ils  ne  peuvent  etre  decrits  ici.  Le  phe¬ 
nomene  d'integration  du  genome  viral, 
initialement  lineaire,  implique  tout  d'abord 
qu'il  soit  circularise  grace  a  une  ligase,  puis 
qu'il  soit  recombine  avec  l'ADN  bacterien  grace 
a  une  enzyme  particuliere,  nominee  integrase. 
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2.4.2.  Cycle  de  reproduction 
du  Virus  de  la  grippe 

La  reproduction  de  ce  Virus  enveloppe  se  fait, 
chez  l'Homme,  au  niveau  de  l'epithelium  bron- 
chique,  qui  ne  constitue  evidemment  pas  un  sys¬ 
teme  biologique  aise  a  manipuler.  Son  cycle  de 
multiplication  a  pu  etre  analyse  de  fa^on  plus 
simple  grace  a  l'utilisation  d'un  systeme  de  cel¬ 
lules  en  culture  ;  les  principals  etapes  de  ce  cycle 
rappellent  celles  decrites  chez  le  Bacteriophage. 

•  Adsorption  et  penetration  du  genome  viral 

L'hemagglutinine  contenue  dans  l'enveloppe 
du  virion  reconnait  des  residus  glycosidiques  spe- 
cifiques  (acides  sialiques)  portes  par  diverses 
molecules  de  la  membrane  plasmique  de  plusieurs 
types  cellulaires.  Cette  proteine  doit  son  nom  au 
fait  qu'elle  est  capable,  comme  le  font  certains 
anticorps,  d'agglutiner  les  hematies  en  realisant 
des  pontages  entre  leurs  membranes.  Lorsque  que 
le  virion  est  reconnu  par  les  recepteurs  d'une  cel- 
lule-cible,  il  se  fixe  a  sa  surface,  ce  qui  entraine 
immediatement  un  phenomene  de  fusion  entre  les 
deux  membranes,  puis  la  liberation  de  la  nucleo- 
capside  dans  le  hyaloplasme.  Ce  mecanisme  de 
penetration  du  materiel  genetique  est  beaucoup 
plus  simple  que  celui  decrit  pour  le  Bacteriophage, 
mais  on  notera  tout  de  meme  que  l'adsorption  est, 
ici  aussi,  un  processus  hautement  specifique. 

•  Synthese  des  constituants  du  virion 

Le  materiel  genetique  du  Virus  est  un  ARN 
negatif  ;  nous  avons  vu  plus  haut  que  les  virions 
de  cette  categorie  contiennent  une  ARN  transcrip¬ 
tase,  representee  ici  par  les  composants  polypepti- 
diques  mineurs  de  la  nucleocapside.  La  premiere 
etape  cruciale  du  cycle  viral  est  done  la  transcrip¬ 
tion  de  l'ARN  viral  en  un  ARNm  utilisable  par  les 
ribosomes  de  la  cellule  pour  fabriquer  des  proteines 
virales,  et  en  particulier  la  transcriptase.  Celle-ci 
fonctionne  aussi  comme  replicase  et  permet  de 
reobtenir  des  brins  negatifs  a  partir  de  brins  posi- 
tifs.  De  cette  fa  con,  le  systeme  s'amplifie  et  la  cel¬ 
lule  fabrique  un  grand  nombre  de  brins  des  deux 
signes,  ce  qui  conduit  a  la  production  simultanee 
de  tous  les  constituants  du  virion  :  ARN  negatif, 
proteines  de  capside  et  transcriptase  encapsidee. 

Cette  description  simplifiee  ne  doit  pas  faire 
oublier  que  le  genome  viral  ne  se  comporte  pas 
comme  une  seule  entite,  puisqu'il  contient  8  mole¬ 
cules  distinctes  d'ARN.  II  est  interessant  de  noter 
qu'il  y  a  a  peu  pres  autant  de  proteines  interve- 


nant  dans  le  cycle  de  ce  Virus  que  de  segments 
d'ARN,  et  qu'il  existe  une  bonne  correspondance 
entre  leurs  tailles.  Chaque  segment  d'ARN  du 
genome  correspond  a  un  gene  unique,  codant  un 
seul  ARNm  ;  en  fait,  certains  d'entre  eux  codent 
pour  deux  proteines,  car  ils  sont  localement  tra- 
duits  dans  deux  cadres  de  lecture  differents  (genes 
chevauchants).  On  peut  parler  ici  de  chromosomes 
ne  contenant  qu'un  seul  gene  ;  ce  genome  est  dit 
segmente  ou  morcele.  Cette  caracteristique  gene¬ 
tique  remarquable  se  retrouve  dans  un  autre 
groupe  de  Virus  d'Animaux,  a  genome  d'ARN 
double-brin,  nommes  Reovirus. 

•  Assemblage  des  virions  et  liberation  par  bour- 
geonnement 

La  morphogenese  du  virion  se  realise  en  deux 
etapes  :  l'assemblage  de  la  nucleocapside  et  son 
incorporation  dans  l'enveloppe  issue  de  la  mem¬ 
brane  plasmique.  La  nucleocapside  s'assemble 
dans  le  noyau,  d'ou  elle  migre  ensuite  vers  le  cyto- 
plasme  peripherique.  De  nombreuses  questions  se 
posent  au  sujet  de  sa  mise  en  place  :  comment  ses 
elements  constitutifs  (ARN  et  proteines),  fabriques 
dans  le  hyaloplasme,  entrent-ils  dans  le  noyau,  et 
comment  en  sort-elle  ensuite  ?  comment  sont  ras- 
sembles  en  une  seule  unite  les  8  segments  distincts 
d'ARN  constituant  le  genome  viral  ? 

D'apres  ce  que  l'on  sait  sur  d'autres  Virus,  les 
proteines  de  l'enveloppe  sont  fabriquees  sur  les 
ribosomes  lies  au  reticulum  endoplasmique 
rugueux  et  dirigees  vers  la  membrane  plasmique 
selon  des  mecanismes  identiques  a  ceux  decrits 
pour  les  proteines  membranaires  normales  (voir 
plus  loin  et  chapitre  9).  Apres  exocytose,  l'hemag¬ 
glutinine  et  la  neuraminidase  se  rassemblent  au 
niveau  de  certains  endroits  de  la  membrane  plas¬ 
mique  et  forment  des  sortes  de  taches  ;  les  nucleo- 
capsides  reconnaissent  ces  structures  grace  a  des 
interactions  entre  proteines.  II  s'en  suit  un  bour- 
geonnement  de  la  membrane  plasmique  qui 
englobe  peu  a  peu  la  nucleocapside  ;  on  obtient 
ainsi  un  virion  complet,  avec  son  enveloppe  inde- 
pendante,  qui  reste  un  moment  associe  a  la  cellule. 

La  production  des  particules  infectieuses  se  fait 
ici  sans  destruction  de  la  cellule  qui  continue  a 
vivre.  Le  role  de  la  neuraminidase  de  l'enveloppe 
est  de  permettre  la  liberation  complete  des  virions 
dans  le  milieu  extracellulaire  en  supprimant  la 
relation  entre  hemagglutinine  et  proteines  de  la 
surface  cellulaire  :  l'enzyme  rend  inefficaces  les 
recepteurs  du  Virus  en  decrochant  les  residus  glu- 
cidiques  de  ces  glycoproteines. 
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2.4.3.  Cycle  de  reproduction 
du  Virus  du  SIDA  (VIH) 


Ce  Virus  appartient  a  la  categorie  des  Retrovirus 
qui  sont  des  Virus  enveloppes  a  genome  d'ARN, 
et  qui  provoquent  en  general  des  cancers  chez  les 
Animaux  (Virus  oncogenes  ;  infection  transfor- 
mante).  Parmi  eux,  le  Virus  VIH,  responsable  du 
SIDA,  constitue  une  exception  car  il  ne  provoque 
pas  directement  de  cancer  mais  exerce  son  action 
en  tuant  specifiquement  certaines  categories  de 
lymphocytes  intervenant  dans  l'immunite.  Le 
terme  de  Retrovirus  vient  du  fait  que  ces  Virus 
inversent  le  processus  normal  au  cours  duquel 
l'information  genetique,  constitute  d'ADN  chez 
toutes  les  cellules,  est  transcrite  en  ARN  pour  etre 
exprimee.  En  fait,  chez  ces  Virus,  les  chaines  infec- 
tieuses  sont  constitutes  d'un  ARN  positif,  mais 
une  enzyme  encapsidee  propre  a  ce  groupe  :  la 
transcriptase  inverse,  convertit  cette  information 
en  ADN  double-brin  qui  est  ensuite  integre  dans 
le  genome  de  la  cellule-hote.  Cette  situation  est 
semblable  au  phenomene  de  lysogenie  decrit  pour 
le  phage  Lambda,  et  on  parle  aussi  de  provirus 
pour  cet  ADN  integre. 

De  facon  generate,  les  Virus  qui  sont  canceri- 
genes  rendent  les  cellules  immortelles  car  la  pre¬ 
sence  d'ADN  viral  dans  leur  genome  entraine  la 
synthese  de  proteines  surnumeraires  susceptibles 
de  perturber  les  controles  intervenant  dans  les 
phenomenes  de  proliferation.  Dans  le  cas  des 
Retrovirus,  les  genes  viraux  responsables  de  la 
tumorisation  sont  des  copies  modifiees  de  genes 
cellulaires  normaux,  qu'ils  ont  emportees  en  les 
« volant »  aux  cellules-hotes  dans  lesquelles  ils  ont 
sejourne  au  cours  de  cycles  precedents,  et  qu'ils 
introduisent  dans  une  autre  cellule,  lors  d'une 
nouvelle  infection.  La  presence  de  ces  copies 
mutantes  surnumeraires,  qui  s'expriment  dans  les 
cellules,  provoque  de  nombreuses  deregulations 
de  leurs  activites.  II  faut  signaler  que  la  plupart 
des  genes  intervenant  dans  le  controle  du  cycle 
cellulaire  (proto-oncogenes)  ont  ete  decouverts 
sous  la  forme  d'oncogenes  vehicules  par  les 
genomes  des  Retrovirus  (voir  chapitre  13).  Certains 
provirus  peuvent  aussi  perturber  le  fonctionne- 
ment  normal  des  cellules  en  se  logeant,  par  hasard, 
au  sein  des  regions  de  controle  de  genes  impor- 
tants  tels  que  les  proto-oncogenes  ou  les  genes 
suppresseurs  de  tumeurs  (effet  mutagene). 


II  existe  aussi  des  Virus  oncogenes  a  ADN,  dont 
le  materiel  genetique  est  capable  de  s'integrer  dans 


les  chromosomes  de  l'hote,  mais  dans  ce  cas  ce 
sont  des  genes  proprement  viraux  qui  stimulent  la 
proliferation  continue  des  cellules. 

Le  cycle  de  vie  simplifie  d'un  Retrovirus  est 
resume  dans  la  figure  15.11.  La  penetration  du 
virion  s'effectue  de  facon  classique  :  par  endocy- 
tose  ou  fusion  membranaire  ;  lorsque  l'ARN  viral 
est  libere  dans  le  hyaloplasme,  il  l'est  en  meme 
temps  que  la  transcriptase  inverse  qui  avait  ete 
encapsidee  avec  lui.  Cette  ADN  polymerase  inha- 
bituelle  utilise  aussi  bien  l'ARN  que  l'ADN  comme 
matrice  pour  synthetiser  de  l'ADN  ;  elle  com¬ 
mence  a  fabriquer  un  hybride  ADN  /  ARN  qui  est 
ensuite  utilise  pour  faire  un  ADN  double-brin  nor¬ 
mal.  Cette  copie  du  message  contenu  dans  l'ARN 
initial  se  circularise,  comme  le  fait  le  genome  du 
phage  Lambda,  puis  s'integre  en  un  endroit  quel- 
conque  d'un  chromosome  de  l'hote  grace  a  l'inter- 
vention  d'une  proteine  de  recombinaison 
specifique  (une  integrase)  codee  et  encapsidee, 
comme  la  transcriptase,  par  le  genome  viral.  C'est 
seulement  apres  son  integration  que  s'effectue 
l'expression  de  ce  dernier  ;  celle-ci  obeit  aux  regies 
habituelles,  c'est-a-dire  qu'elle  implique  la  syn¬ 
these  d'ARNm  (grace  a  l'ARN  polymerase  II  cellu¬ 
laire),  puis  de  proteines  virales.  C'est  ainsi  que  se 
fabriquent  en  abondance  les  composants  des 
virions  (ARN,  proteines  d'enveloppe  et  de  cap- 
side,  transcriptase  inverse  et  integrase)  qui 
s'assemblent  et  bourgeonnent  a  la  surface  de  la 
cellule. 


Encart  biomedical 
Virus  VIH  et  SIDA 

Quel  est  le  mode  d'action  specifique  du  Virus 
VIH  chez  l'Homme  ?  Ce  Virus  attaque  une  classe 
precise  de  cellules  sanguines,  les  lymphocytes  T4 
(dits  auxiliaires),  chez  qui  il  accomplit  son  cycle  ; 
les  lymphocytes  dits  T8  ou  B  sont  epargnes. 
Cette  reconnaissance  etroite  tient  au  fait  que  les 
cellules  T4  possedent  a  leur  surface  une  proteine 
membranaire  (dite  CD4)  qui  se  comporte  comme 
un  recepteur  du  Virus.  On  rencontre  a  nouveau 
ici  cette  notion  importante  de  specificite  liee  a 
des  recepteurs,  dont  on  a  parle  des  l'etude  du 
systeme  Bacteriophage  T2/Bacterie.  Comme 
beaucoup  de  Retrovirus  cancerigenes,  qui  ne 
tuent  pas  les  cellules  qui  les  hebergent  lorsqu'ils 
bourgeonnent  a  leur  surface  (ce  qui  serait  incom¬ 
patible  avec  la  proliferation),  le  Virus  du  SIDA 
ne  detruit  pas  directement  son  hote.  C'est  l'acti- 
vation  du  systeme  immunitaire  qui  conduit  a  la 
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destruction  des  lymphocytes  infectes.  La  conse¬ 
quence  de  ceci  est  grave  car  les  lymphocytes  de 
cette  classe  sont  au  coeur  d'un  reseau  dense 
d'interactions  avec  les  autres  cellules  immuni- 
taires  :  ils  secretent  en  effet  des  mediateurs  chi- 
miques  (les  lymphokines,  dont  l'interleukine  2  ; 
voir  chapitre  13)  qui  stimulent  leurs  fonctions. 
En  leur  absence,  les  lymphocytes  B  ne  sont  plus 
actives  a  produire  des  anticorps  circulants,  les 
cellules  T8  (dites  cytotoxiques)  ne  detruisent 
plus  les  cellules  infectees  par  des  Virus,  et  les 
macrophages  ne  sont  plus  stimules  a  phagocyter 
les  Bacteries.  En  fin  de  compte,  les  individus 
atteints  manifestent  une  immunodeficience  pro- 
fonde  qui  laisse  la  porte  ouverte  a  toutes  sortes 
d'infections  opportunistes  et  a  certains  cancers 
comme  le  Sarcome  de  Kaposi.  Ces  maladies  sont 
dites  opportunistes  car  elles  ne  sont  pas  en  soi 
tres  graves,  mais  elles  le  deviennent  chez  des 
personnes  dont  le  systeme  immunitaire  est 
deprime  ;  il  s'agit  de  pneumonies,  meningites, 
encephalites,  infections  de  l'oesophage,  de  l'intes- 
tin  ou  de  la  peau,  dues  a  des  parasites  varies  : 
Virus,  Bacteries,  Champignons  et  Protistes. 


3.  VIRUS  ET  PLASMIDES 
COMME  MODELES  D'ETUDE 
ET  OUTILS  EN  BIOLOGIE 


Les  Virus  detournent  et  utilisent,  pour  leur 
reproduction,  l'ensemble  de  la  machinerie  de  la 
cellule-hote,  aussi  bien  en  ce  qui  conceme  la  repli¬ 
cation  et  la  transcription  de  leur  genome  que  pour 
sa  traduction  en  proteines.  Pour  pouvoir  etre 
dechiffre,  ce  dernier  doit  done  presenter  des  carac- 
teristiques  generales  identiques  a  celles  du  materiel 
genetique  de  la  cellule-hote  (Procaryotique  ou 
Eucaryotique),  e'est-a-dire  une  organisation  conti¬ 
nue  ou  discontinue  des  genes,  et  des  signaux  spe- 
cifiques  de  demarrage  et  de  terminaison  des 
divers  processus  qu'on  vient  de  rappeler.  C'est  a 
ce  titre  que  les  Virus  constituent  des  outils  privile- 
gies  pour  l'analyse  experimentale  de  nombreux 
phenomenes  moleculaires  et  cellulaires  :  processus 
d'autoassemblage,  mecanismes  fondamentaux  de 
la  replication  et  de  l'expression  du  genome,  trans- 
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port  intracellulaire  des  proteines  et  biogenese  des 
membranes,  etc.  Ils  sont  egalement  tres  utilises  en 
genie  genetique,  comme  vecteurs  de  clonage  ou 
d'expression. 

3.1  Les  Virus  comme  modeles  d'etude 
en  biologie  cellulaire  et  moleculaire 


3.1.1.  Etude  de  la  synthese  et  du  routage 

DES  PROTEINES  ;  L'EXEMPLE  DU  VIRUS 
DE  LA  FORET  DE  SEMLIKI 

Lors  d'une  infection  virale,  la  majorite  des  pro¬ 
teines  fabriquees  est  commandee  par  le  genome  du 
Virus,  qui  prend  le  dessus  dans  la  cellule  en  inhi- 
bant  les  processus  endogenes.  Au  lieu  de  syntheti- 
ser  simultanement  des  milliers  de  molecules 
differentes  (et  en  petite  quantite  chacune),  comme 
elle  le  fait  de  fagon  normale,  la  cellule  n'en 
fabrique  plus  qu'un  nombre  limite  (quatre,  dans  ce 
cas  precis),  en  grande  quantite.  De  plus,  comme  le 
synchronisme  des  evenements  est  obtenu  par 
l'infection  des  cellules  in  vitro,  l'etude  experimen- 


tale  des  mecanismes  est  tres  simplifiee  et  les 
conclusions  faciles  a  tirer.  L'exemple  classique  du 
cycle  de  reproduction  du  Virus  de  la  foret  de 
Semliki,  qui  a  ete  analyse  en  detail  dans  les 
annees  80,  permet  de  comprendre  quel  peut  etre 
l'apport  d'un  modele  viral  a  la  connaissance  de  la 
synthese  et  du  routage  des  proteines  cellulaires 
elles-memes  (voir  chapitre  9).  L'etude  de  ce  cycle  a 
ete  facilitee  par  l'utilisation  d'un  modele  simplifie 
de  cellule-hote  :  les  cellules  en  culture  de  rein  de 
hamster  (plus  faciles  a  manipuler  que  les  mous- 
tiques  des  forets  ougandaises) ;  voir  la  figure  15.12. 

Les  spicules  glycoproteiques  de  l'enveloppe 
sont  reconnus  par  des  recepteurs  membranaires  de 
la  cellule-hote  qui  les  fixent,  et  les  virions  sont 
entraines  vers  des  puits  recouverts  de  clathrine 
(voir  chapitre  6).  Les  vesicules  qui  en  sont  issues 
apres  endocytose  emportent  chacune  un  virion  ; 
elles  rejoignent  des  vesicules  du  compartiment 
endosomal  dont  le  contenu  acide  provoque  la 
fusion  des  deux  bicouches  lipidiques.  La  nucleo- 
capside  est  alors  expulsee  de  l'endosome  (decapsi- 
dation)  et  se  trouve  maintenant  dans  le 
hyaloplasme  ou  l'expression  du  genome  viral 
(ARN  positif)  peut  commencer  ;  une  fois  debar- 


rugueux 

Figure  15.12 

Schema  simplifie  du  cycle  du  Virus  de  la  foret  de  Semliki  (d'apres  Alberts  et  a/.,  Biologie  Moleculaire  de  la  cellule). 
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rasse  de  ses  proteines  capsidales,  cet  ARNm  est 
directement  utilise  par  les  ribosomes  cellulaires. 
La  premiere  proteine  importante  fabriquee  est  une 
ARN  replicase,  dont  la  cellule  est  evidemment 
depourvue,  et  qui  a  la  capacite  a  reproduire  le 
genome  viral.  A  partir  de  la  molecule  initiale,  plu- 
sieurs  molecules  complementaires  sont  ainsi  fabri- 
quees,  qui  servent  a  leur  tour  de  matrices  pour 
refabriquer  des  copies  positives.  Ce  systeme  d'am- 
plification,  semblable  a  celui  decrit  pour  le  Virus 
de  la  grippe,  permet  une  synthese  de  plus  en  plus 
grande  de  molecules  d'ARN  et  de  proteines  d'ori- 
gine  virale.  Grace  a  l'emploi  de  precurseurs  radio- 
actifs,  deux  types  de  transcrits  ont  ete  mis  en 
evidence  :  des  transcrits  courts  qui  servent  a  fabri- 
quer  la  majorite  des  proteines  virales  (26  S),  et  des 
molecules  completes  (42  S)  qui  serviront  de 
genomes  pour  les  futurs  virions. 

En  utilisant  des  systemes  reconstitues  in  vitro, 
contenant  des  ARNm  26  S  purifies,  des  ribosomes 
et  des  vesicules  microsomales  (voir  chapitre  9),  on 
a  montre  que  la  traduction  des  transcrits  courts  est 
un  processus  complexe.  Celui-ci  conduit  simul- 
tanement  a  la  synthese  d'une  proteine  qui  restera 
dans  le  hyaloplasme,  et  a  celle  de  trois  autres  pro¬ 
teines  (formant  les  spicules)  qui  empruntent  la  voie 
du  reticulum  rugueux  et  deviennent  des  proteines 
intrinseques  de  ce  dernier.  Cette  approche  a  per- 
mis  de  decouvrir  l'existence  d'une  sequence- 
signal  d'adressage  interne  au  polypeptide,  situee 
apres  la  proteine  qui  deviendra  hyaloplasmique,  et 
qui  dirige  les  ribosomes  en  cours  de  traduction 
vers  le  reticulum  rugueux.  Le  resultat  de  cette  ope¬ 
ration  complexe  est  que  les  spicules  viraux  sont 
mis  en  place  dans  le  reticulum,  ou  ils  sont  tournes 
vers  la  cavite,  puis  ils  passent  a  travers  l'appareil 
de  Golgi,  ou  ils  sont  glycosyles  ;  ils  se  retrouvent 
enfin,  apres  exocytose,  ancres  dans  la  membrane 
plasmique,  et  tournes  vers  l'exterieur  de  la  cellule. 

La  suite  du  processus  precise  ce  qui  a  ete  dit 
pour  le  virus  grippal ;  180  exemplaires  de  l'unique 
proteine  hyaloplasmique  s'associent  a  un  ARN  42  S 
pour  former  une  nucleocapside.  Cette  proteine 
reconnait  ensuite  la  base  des  spicules  tournee  vers 
le  hyaloplasme,  et  le  processus  de  bourgeonnement 
est  amorce.  Quand  chacune  des  180  molecules  de 
capside  a  fixe  une  proteine  de  l'enveloppe,  la  mem¬ 
brane  cellulaire  a  entierement  recouvert  la  parti- 
cule  et  le  virion  est  termine  :  il  se  detache  alors  de 
la  cellule  et  est  libere  dans  le  milieu.  Comme  pour 
tous  les  Virus  a  enveloppe,  on  comprend  ainsi 
pourquoi  les  lipides  de  celle-ci  ont  la  meme  com¬ 


position  que  ceux  de  la  membrane  plasmique,  et 
comment  les  proteines  cellulaires  sont  exclues  du 
virion.  Des  resultats  semblables  sur  la  mise  en  place 
des  glycoproteines  de  surface  ont  ete  obtenus  avec 
le  Virus  de  la  grippe  et  le  Virus  de  la  stomatite 
vesiculaire  (VSV). 

3.1.2.  ETUDE  DU  MATERIEL  GENETIQUE 
ET  DE  SON  EXPRESSION 

II  n'est  pas  possible  de  decrire  id  dans  le  detail 
tous  les  problemes  de  biologie  moleculaire  que  les 
systemes  viraux  ont  permis  d'aborder  avec  suc- 
ces  ;  nous  en  rappellerons  seulement  quelques 
exemples  significatifs.  Les  experiences  historiques 
de  Hershey  et  Chase,  puis  de  Fraenkel-Conrat, 
qui  ont  permis  d'identifier  la  nature  chimique  du 
materiel  genetique  du  Bacteriophage  T4  et  du 
VMT,  ont  fait  entrer  la  virologie  dans  l'ere  de  la 
biologie  moderne.  C'est  aussi  l'etude  du  Bacterio¬ 
phage  T2  qui  a  mis,  entre  autres,  les  chercheurs 
sur  la  piste  du  concept  d'ARNm  (voir  chapitre  4), 
et  c'est  grace  aux  Virus  a  genome  d'ARN  positif 
que  l'on  a  pu  disposer  de  sources  abondantes 
d'ARNm  pour  tester  les  systemes  de  traduction  in 
vitro  et  analyser  le  processus  de  synthese  des  pro¬ 
teines.  De  meme,  les  petits  Virus  a  ADN  double- 
brin  circulaire  de  Bacteries  ou  d'Eucaryotes  ont 
permis  d'elucider  les  mecanismes  enzymatiques 
de  la  replication,  dans  la  mesure  ou  ils  utilisent 
uniquement  les  proteines  de  l'hote  ;  l'identification 
et  la  purification  de  celles-ci  ont  a  nouveau  pu  etre 
realisees  grace  a  des  systemes  in  vitro.  L'etude  de 
l'etablissement  et  du  controle  de  la  lysogenie  a 
constitue  un  volet  capital  dans  la  comprehension 
de  la  regulation  de  l'expression  des  genes  et  du 
mode  d'action  des  represseurs. 

Plus  recemment,  c'est  l'analyse  de  l'organisa- 
tion  et  du  fonctionnement  des  genes  de  certains 
Virus  de  cellules  animales  qui  a  conduit  a  la  decou- 
verte  de  la  structure  discontinue  (morcelee)  des 
genes  eucaryotiques.  La  mise  en  evidence  des  pro- 
prietes  extraordinaires  des  Retrovirus,  par  rapport 
au  dogme  central  de  la  biologie  moleculaire,  a 
revolutionne  les  idees  courantes  et  a  ouvert  la  voie 
a  une  conception  d'un  genome  plus  fluide  que  ce 
que  l'on  croyait  jusque-la.  Enfin,  comme  on  l'a 
rappele  plus  haut,  c'est  l'etude  de  ces  memes 
Retrovirus,  vehiculant  des  oncogenes  varies,  qui  a 
permis  de  dechiffrer  les  mecanismes  de  controle 
du  cycle  cellulaire. 
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3.2  Interet  des  plasmides  en  genie  genetique 


Depuis  une  vingtaine  d'annees,  les  plasmides 
represented  un  outil  de  base  en  genie  genetique 
pour  les  raisons  suivantes  : 

-  ils  constituent  des  entites  autoreplicatives  ; 

-  ils  sont  en  general  faciles  a  purifier  et  a  manipu- 
ler,  grace  a  leur  petite  taille ; 

-  ils  peuvent  vehiculer  des  segments  d'ADN  etran- 
ger  que  l'on  a  integres  dans  leur  sequence,  grace 
aux  techniques  de  recombinaison  de  l'ADN  in 
vitro  ; 

-  ils  peuvent  etre  introduits  artificiellement  dans 
des  cellules  receptrices  qui  en  sont  depourvues, 
bacteriennes  ou  eucaryotiques  (levures,  cellules 
animales  ou  vegetales),  par  des  protocoles  dits 
de  transformation  ou  de  transfection ; 

-  il  est  possible  de  selectionner  aisement  les  cel¬ 
lules  transformees  et  possedant  des  plasmides 
recombines  grace  aux  resistances  aux  antibio- 
tiques  qu'ils  conferent  aux  cellules-hotes,  par 
exemple. 

Les  plasmides  sont  largement  utilises  comme 
vecteurs  de  clonage  de  segments  d'ADN  quel- 
conques  (que  l'on  amplifie  ainsi  a  volonte),  ou 
comme  vecteurs  d'expression,  lorsque  les  genes 
clones  peuvent  fonctionner  dans  les  cellules-hotes 
(permettant  l'expression  de  proteines  eucaryotiques 
chez  les  Bacteries,  par  exemple).  II  faut  preciser 
que  les  plasmides  utilises  en  laboratoire  sont  tota- 


lement  artificiels,  et  fabriques  de  toutes  pieces  a 
partir  de  fragments  d'ADN  d'origines  diverses 
(ADN  plasmidiques,  viraux  ou  chromosomiques) ; 
ils  sont  construits  «sur  mesure»  en  fonction  des 
besoins  de  leurs  utilisateurs.  De  meme,  de  nom- 
breux  Virus  ont  ete  adaptes  pour  le  genie  gene¬ 
tique  et  certains  d'entre  eux  (les  Adenovirus,  par 
exemple),  apres  avoir  ete  «desarmes»,  autorisent 
deja  des  experiences  de  therapie  genique  chez 
l'Homme. 


4.  LES  PRIONS  : 

DES  AGENTS  INFECTIEUX 
NON  CONVENTIONNELS 


Avec  les  prions,  on  aborde  une  des  enigmes 
recedes  de  la  biologie  ;  il  s'agit  d'entites  infec- 
tieuses  fondamentalement  differentes  de  toutes 
celles  classiquement  decrites  :  Protistes,  Bacteries, 
Virus,  etc.  Pendant  longtemps,  les  maladies  liees  a 
ces  agents  ont  ete  attributes  a  des  « Virus  lents», 
mais  on  n'a  jamais  pu  isoler  de  virions  ou  de  mate¬ 
riel  genetique  de  taille  suffisante,  propre  a  ces  enti¬ 
tes  infectieuses.  Nous  verrons  qu'il  s'agit  de 
simples  proteines,  hautement  nocives,  et  qui  ont  la 
propriete  remarquable  de  s'auto-amplifier,  le  mot 
reproduire  ne  pouvant  pas  etre  utilise  en  la  cir- 
constance. 


Encart  biomedical 
L'affaire  des  «vaches  folles»  et  la  transmission  des  prions  a  l'Homme 


Chez  1' animal,  la  transmission  de  ces  particules 
infectieuses  a  partir  d'un  hote  infecte  est  assuree 
naturellement  par  la  voie  digestive.  Cette 
transmission  franchit  la  barriere  d'espece 
puisqu'on  a  montre  que  des  especes  telles  que  le 
Chat,  le  Vison,  le  Cerf,  la  Vache,  le  Guepard,  ont 
ete  contaminees  a  la  suite  de  leur  alimentation 
reguliere  avec  des  farines  fabriquees  a  partir  de 
carcasses  et  d'abats  de  moutons  codamines,  et 
incorrectement  preparees.  On  pense  que  la  pro- 
teine  PrPres  ingeree  pourrait  remonter  le  long 
des  fibres  nerveuses  innervant  le  tube  digestif, 
vers  le  systeme  nerveux  central,  apres  avoir  ete 
capturee  par  elles.  L'encephalopathie  bovine 
(ESB)  est  apparue  en  Grande-Bretagne  en  1986  et 
a  rapidement  touche  tout  le  cheptel  de  ce  pays. 
Plusieurs  centaines  de  milliers  d'animaux  ont  ete 


abattus  ;  la  duree  d'incubation  chez  la  Vache  est 
de  5  a  6  ans. 

Chez  l'Homme,  il  est  desormais  certain,  a  la  suite 
du  deces  d'une  centaine  de  personnes  jeunes  au 
Royaume-Uni  essentiellement,  atteintes  d'une 
forme  atypique  de  la  maladie  de  Creutzfeldt- 
Jakob,  que  la  « maladie  des  vaches  folles»  leur  a 
ete  transmise  a  la  suite  de  la  consommation  de 
viande  contaminee.  Par  ailleurs,  la  transmission 
de  la  maladie  de  Creutzfeldt-Jakob  a  ete  effectuee 
chez  l'Homme,  de  fa^on  accidentelle  dans  les 
annees  80,  a  la  suite  de  greffes  de  cornee  ou  de 
l'administration  d'hormones  hypophysaires  pre¬ 
parees  a  partir  d'hypophyses  d'individus 
malades.  Le  gene  de  la  proteine  PrP  humaine  est 
localise  sur  le  chromosome  20  ;  la  duree  de 
l'incubation  est  de  10  a  35  ans. 
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Les  maladies  provoquees  par  les  prions  touchent 
tous  les  Mammiferes,  et  consistent  dans  des  dege- 
nerescences  nerveuses,  toutes  mortelles.  Elies  sont 
connues  depuis  longtemps,  la  premiere  d'entre 
elles,  la  tremblante  du  mouton,  ayant  ete  identifiee 
des  le  xviii e  siecle.  Cette  maladie  se  manifeste  par 
des  modifications  graves  du  comportement  des 
animaux,  en  particulier  une  perte  de  coordination 
des  mouvements.  Au  plan  anatomique,  elle  se  tra- 
duit  par  un  aspect  spongieux  du  systeme  nerveux 
central  (d'ou  le  nom  d'encephalopathie  spongi- 
forme),  accompagne  parfois  d'une  proliferation 
anormale  de  certaines  cellules  nerveuses.  Chez 
l'Homme,  plusieurs  syndromes  equivalents  sont 
decrits,  dont  le  plus  connu  est  la  maladie  de 
Creutzfeldt-Jakob  qui  est  une  forme  de  demence 
atteignant  les  sujets  ages.  Bien  que  la  plupart  des 
cas  soient  sporadiques  et  tres  rares  (frequence  de 
10“6),  certaines  formes  de  ces  maladies  (5  a  10  % 
des  cas)  sont  hereditaires,  comme  l'«insomnie 
fatale  familiale»,  decrite  en  1992.  La  transmission 
de  ces  maladies  rares  a  re^u  un  debut  d'interpreta- 
tion  avec  l'observation,  dans  les  annees  50,  que  le 
cannibalisme  etait  responsable  d'une  maladie  sem- 
blable,  dite  «kuru»,  qui  sevissait  dans  une  popula¬ 
tion  de  Nouvelle-Guinee  pratiquant  la 
consommation  rituelle  de  cerveaux  humains. 

La  tremblante  du  mouton  est  experimentale- 
ment  transmissible  a  des  souris  ou  a  des  hamsters, 
par  simple  injection  intracerebrale  de  broyats  de 
cerveaux  de  moutons  infectes.  Le  fractionnement 
pousse  de  ces  broyats  montre  que  l'agent  infectieux 
est  une  proteine  seule  (prion  :  anagramme  de  pro¬ 
teine  mfectieuse).  Cette  molecule,  isolee  en  1982 
par  S.  Prusiner,  a  des  caracteristiques  remarquables 
car  elle  resiste  a  de  nombreux  agents  physicochi- 
miques  connus  pour  denaturer  ou  degrader  les 
proteines  classiques  (chaleur,  UV,  ultrasons,  for- 


mol,  proteases).  L'origine  de  la  maladie  semble 
claire  ;  la  proteine  prion  qui  s'accumule  dans  les 
cerveaux  atteints  sous  forme  d'agregats,  est  une 
variante  anormale  et  insoluble  (PrPres)  d'une 
glycoproteine  de  la  membrane  plasmique,  fabri- 
quee  normalement  dans  l'organisme  sain  (PrP  ; 
MM  =  34  kDa).  Cette  derniere  est  synthetisee  au 
niveau  du  reticulum  endoplasmique,  dirigee  vers 
la  surface  de  la  cellule,  puis  rapidement  degradee 
in  vivo,  apres  endocytose,  par  des  proteases  lysoso- 
males.  Les  sequences  primaires  de  ces  deux  mole¬ 
cules  sont  rigoureusement  identiques  et  il  s'agit  en 
fait  d'isoformes  presentant  des  conformations  tri- 
dimensionnelles  differentes  :  la  PrPres  est  en  effet 
riche  en  feuillets  P  la  forme  normale  que  ne  pos- 
sede  pas.  On  pense  done  que  l'infection  repose 
sur : 

1)  la  modification  de  la  conformation  de  la  pro¬ 
teine  normale  au  contact  direct  avec  la  forme 
modifiee ; 

2)  le  caractere  autocatalytique  de  cette  operation, 
puisque  toute  nouvelle  molecule  normale  qui 
apparait  est  transformee  et  devient  a  son  tour 
transformante  (reaction  en  chaine) ; 

3)  l'accumulation  irreversible,  dans  les  neurones, 
des  molecules  modifiees  qui  sont  d'une  tres 
grande  stabilite. 

Les  cas  sporadiques  de  ces  maladies  sont  attri- 
bues  a  de  rares  conversions  spontanees  de  la  pro¬ 
teine  normale,  ou  a  des  mutations  somatiques  du 
gene  de  la  proteine  prion.  Malgre  l'accumulation 
de  donnees  convergentes  sur  ce  sujet,  l'hypothese 
de  la  « proteine  seule  »  reste  encore  l'objet  de 
controverses,  car  plusieurs  chercheurs  n'excluent 
pas  l'idee  que  d'autres  facteurs  (Virus  ou  facteurs 
cellulaires)  seraient  impliques  pour  la  rendre 
pathogene. 
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Perspective  biomedicale 


Les  infections  virales  emergentes 


Depuis  une  quarantaine  d'annees,  plusieurs  epi¬ 
demies  (et  parfois  pandemies)  dramatiques  d'ori- 
gine  virale  ont  frappe  l'humanite.  Ces  infections  a 
fort  retentissement  sanitaire  et  mediatique  sont 
dues  a  des  virus  qui  semblent  surgir  de  nulle  part. 
Le  caractere  spectaculaire  de  ces  epidemies,  qui 
n'affectent  pas  forcement  de  grandes  populations, 
est  lie  a  une  mortalite  rapide  et  tres  elevee  (jusqu'a 
90  %),  ainsi  qu'a  une  forte  invasivite  (contagiosite). 

La  notion  d'infection  emergente  date  du  debut  des 
annees  90  et  concerne  les  epidemies  virales  ou  bac- 
teriennes  recemment  apparues  de  fag  on  soudaine, 
ou  ne  s'etant  pas  manifestoes  depuis  longtemps. 
Leur  propagation  est  rapide,  en  termes  de  sujets 
touches  et  de  repartition  geographique.  En  ce  qui 
concerne  les  virus,  on  peut  citer  les  exemples  des 
fievres  hemorragiques  foudroyantes  (dues  aux 
virus  de  Marburg  :  1967,  de  Lassa  :  1969  et 
d'Ebola  :  1976),  du  sida  (1981),  des  encephalites 
causees  par  le  virus  West  Nile  (1994),  de  l'hepatite 
C,  et  de  certaines  formes  de  grippe. 

En  raison  du  caractere  imprevisible  et  sporadique 
de  ces  infections  emergentes,  il  est  tres  difficile  de 
connaitre  l'origine  des  virus  impliques,  en  particu¬ 
lar  d'identifier  les  reservoirs  de  particules  virales 
et  leurs  vecteurs.  En  effet,  de  nombreux  virus 
infectent  d'autres  mammiferes  que  les  humains  : 
singes  ou  rongeurs,  ainsi  que  des  oiseaux.  Chez  ces 
animaux  sauvages,  les  mutations  permanentes  des 
genomes  viraux  font  apparaitre  des  formes  virales 
potentiellement  capables  d'infecter  l'Homme. 
Cependant,  il  ne  suffit  pas  que  la  «barriere 
d'espece »  soit  franchie,  encore  faut-il  que  la  conta¬ 
mination  de  l'Homme  ait  lieu  a  partir  du  reservoir. 

L'exemple  des  virus  de  Marburg  et  d'Ebola  (qui 
appartiennent  a  une  nouvelle  famille  :  les  filovi- 
rus)  illustre  la  fagon  dont  ceci  peut  se  faire.  Dans  le 
premier  cas,  en  1967,  il  a  ete  montre  que  c'est  le 
contact  direct  avec  des  singes  sauvages  importes 
d'Ouganda  (destines  a  une  societe  pharmaceu- 
tique),  qui  a  contamine  32  personnes,  dont  7  sont 
mortes  en  dix  jours.  De  meme,  les  divers  episodes 
Ebola  recenses  recemment  en  Afrique  centrale  ou 


en  Asie,  sont  toujours  correles  avec  la  consomma- 
tion  de  viande  de  singes  contamines.  Si  ces  derniers 
constituent  clairement  des  vecteurs  pour 
l'Homme,  le  reservoir  n'est  pas  encore  identifie 
avec  certitude.  Il  semblerait  en  fait  que  des 
chauves-souris,  animaux  connus  pour  heberger  un 
grand  nombre  de  virus,  infecteraient  les  singes, 
organismes  omnivores  (et  frugivores)  via  leurs 
dejections  deposees  sur  des  fruits.  Les  recherches 
sur  les  insectes  dont  se  nourrissent  les  chauves- 
souris  ayant  donne  des  resultats  negatifs,  on  sup¬ 
pose  que  ces  dernieres  represented  le  veritable 
reservoir  de  virions. 

Bien  que  la  grippe  soit  une  maladie  virale  com¬ 
mune  et  recurrente,  elle  connait  regulierement  des 
episodes  pandemiques  graves.  On  peut  citer  la 
grippe  espagnole  (1918-1919),  qui  fit  entre  20  et  50 
millions  de  morts,  la  grippe  asiatique  (1957),  la 
grippe  de  Hong  Kong  (1968)  et  la  grippe  russe 
(1977).  Ces  epidemies  sont  le  plus  souvent  dues  a 
des  formes  virales  emergentes,  issues  d'evenements 
rares  de  recombinaisons  de  genomes  viraux  speci- 
fiques  d'especes  animales  differentes  (notion  de 
«cassure  antigenique»  ;  voir  encadre  biomedical). 

On  a  craint,  en  1997,  de  voir  se  developper  une 
nouvelle  pandemie  de  grippe,  plus  meurtriere 
encore  que  celle  de  1918.  Cet  episode,  qui  a  debute 
a  Hong  Kong,  n'a  pourtant  fait  que  huit  victimes  ; 
il  s'agit  de  la  grippe  d'origine  aviaire.  Le  pheno- 
mene  biologique  responsable  de  ce  debut  d'epide- 
mie  n'a  rien  a  voir  avec  les  recombinaisons 
genetiques  citees  plus  haut.  Il  a  ete  montre,  dans 
ce  cas,  qu'une  forme  virale  infectant  les  oiseaux  est 
passee  directement  a  l'Homme,  ce  qui  est  tout  a 
fait  nouveau.  La  transmission  du  virus  entre 
humains  s'etant  averee  inoperante,  l'epidemie  a 
ete  rapidement  stoppee,  mais  au  prix  de  l'abattage 
preventif  d'un  million  et  demi  de  poulets.  Si  ce 
nouveau  genome,  tres  virulent  pour  l'Homme, 
avait  en  plus  presente  une  contagiosite  elevee,  il 
aurait  pu  etre  a  l'origine  d'une  pandemie  extreme- 
ment  grave  (ce  dont  les  autorites  sanitaires  etaient 
bien  conscientes). 
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Resume 


Les  viroides,  les  plasmides  et  les  Virus  sont  des 
entites  genetiques  se  reproduisant  au  sein  des  cel¬ 
lules  vivantes,  dont  ils  dependent  entierement 
pour  les  mecanismes  necessaires  a  l'accomplisse- 
ment  de  leur  cycle.  Parmi  eux,  seuls  les  Virus  pre¬ 
sen  tent  une  phase  de  «vie»  autonome,  au  cours  de 
laquelle  leur  materiel  genetique  est  protege  par 
une  coque  proteique  entouree,  dans  certains  cas, 
d'une  enveloppe  membranaire. 

Les  viroides  sont  des  agents  pathogenes  de  plantes 
tres  particuliers  formes  d'une  molecule  d'ARN 
double-brin  ferme  ;  ils  ne  codent  pour  aucune  pro- 
teine  et  interferent  sans  doute  avec  les  mecanismes 
intervenant  dans  la  transcription  ou  la  traduction 
des  cellules-hotes.  Les  plasmides  sont  constitues 
d'ADN  double-brin  circulaire  et  ils  infectent  de 
nombreuses  Bacteries.  Grace  aux  enzymes  qu'ils 
codent,  ces  mini-chromosomes  conferent  aux  cel¬ 
lules  qui  les  hebergent  des  proprietes  interessantes  : 
resistance  a  des  antibiotiques,  fabrication  de 
toxines  ou  de  peptides  participant  a  la  competition 
interspecifique,  aptitude  a  utiliser  de  nombreux 
metabolites. 

Les  Virus  sont  des  elements  genetiques,  en  general 
pathogenes,  dont  les  formes  de  dissemination  sont 
nominees  virions.  Leur  organisation  et  leur  taille 
sont  tres  diverses  et  permettent  l'empaquetage 
d'un  materiel  genetique  de  complexity  variable, 
allant  de  quelques  unites  a  plusieurs  centaines  de 
genes.  Trois  types  structuraux  majeurs  de  virions 
sont  reconnus  :  les  virions  helicoidaux,  icosa- 
edriques  et  les  Bacteriophages  complexes.  Chez  les 


Virus  d'Animaux,  les  deux  premieres  categories 
de  nucleocapsides  peuvent  exister  a  l'etat  nu  ou 
etre  recouvertes  d'une  enveloppe  phospholipi- 
dique  derivee  de  la  membrane  plasmique  de 
l'hote. 

En  fonction  de  la  nature  chimique  de  leur  materiel 
genetique,  les  Virus  ont  developpe  des  strategies 
d'expression  diverses  et  tres  originales  par  rapport 
aux  processus  cellulaires  habituels.  Les  Virus  a 
ADN  ont  un  fonctionnement  relativement  simple, 
puisqu’ils  utilisent  directement  les  mecanismes  et 
la  machinerie  cellulaire  pour  accomplir  leur  cycle. 
La  multiplication  des  Virus  a  ARN  necessite  des 
enzymes  que  ne  possedent  pas  leurs  cellules- 
hotes  ;  celles-ci  sont  codees  par  leur  propre 
genome  et  doivent,  dans  certains  cas  (Virus  a  brin 
d'ARN  negatif),  etre  empaquetees  dans  le  virion 
lui-meme.  Enfin,  les  Retrovirus  constituent  une 
classe  tres  particuliere  de  Virus,  car  ils  inversent  le 
flux  classique  de  l'expression  de  l'information 
genetique  ;  leur  genome  d'ARN  est  recopie  en 
ADN,  puis  integre  dans  le  materiel  genetique  de  la 
cellule-hote.  Ils  sont  le  plus  souvent  cancerigenes. 

Les  prions  sont  des  agents  infectieux  non  conven- 
tionnels,  pour  lesquels  aucun  materiel  genetique 
n'a  pu  etre  identifie.  II  s'agit  en  fait  de  proteines 
qui  acquierent,  pour  diverses  raisons,  une  stabilite 
les  rendant  indestructibles  dans  les  conditions  bio- 
logiques.  Leur  accumulation  lente  dans  les  tissus 
nerveux  des  Mammiferes  est  responsable  de  dege- 
nerescences  mortelles.  La  transmission  de  ces  par- 
ticules  franchit  la  barriere  d'espece. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  d  Vadresse  www.dunod.com. 

1.  Qu'appelle-t-on  viro'ides,  et  quelle  est  la  particularite  remarquable  de  ces  elements  genetiques  ? 

2.  Quelles  sont  les  caracteristiques  majeures  qui  differencient  les  plasmides  des  viroides,  d'une  part,  et 
des  Virus,  d'autre  part  ? 

3.  Quelles  proprietes  biologiques  importantes  les  plasmides  conferent-ils  aux  Bacteries  qui  les  heber- 
gent  ? 

4.  Grace  a  quels  mecanismes  biochimiques  les  plasmides  permettent-ils  aux  Bacteries  de  resister  aux 
antibiotiques  ? 

5.  Enoncer  les  caracteristiques  permettant  de  definir  les  Virus  et  de  les  distinguer  fondamentalement 
des  etres  vivants. 

6.  Decrire  les  differents  types  d'organisation  structural  que  l'on  rencontre  chez  les  Virus,  et  citer  au 
moins  un  representant  de  chaque  categorie. 

7.  Decrire  l'organisation  precise  d'un  virion  de  bacteriophage  de  type  T4. 

8.  Decrire  les  principales  phases  communes  a  tous  les  cycles  viraux. 

9.  Enumerer  les  differents  types  de  cycles  viraux  rencontres  chez  les  Virus  infectant  les  Animaux. 

10.  Quelle  est  la  composition  chimique  de  l'enveloppe  d'un  Virus  dit  enveloppe,  et  quelle  est  son  ori- 
gine  au  cours  de  la  biogenese  du  virion  ? 

11.  Comment  le  Bacteriophage  T4  reconnait-il  precisement  sa  cellule-hote,  et  comment  l'infecte-t-il  ? 

12.  Qu'appelle-t-on  phase  d'eclipse,  et  que  se  passe-t-il  au  cours  de  cette  periode  en  ce  qui  concerne 
l'expression  du  materiel  genetique  des  Virus  ? 

13.  En  quoi  un  phage  tempere  est-il  different  d'un  phage  virulent  ? 

14.  Comment  le  Virus  de  la  grippe  utilise-t-il  son  materiel  genetique  pour  accomplir  son  cycle  dans  une 
cellule  sensible  ? 

15.  Comparer  la  mise  en  place  et  la  liberation  des  virions  dans  le  cas  du  Bacteriophage  T4  et  celui  du 
Virus  de  la  grippe. 

16.  Qu'est-ce  qu'un  Retrovirus,  et  quelles  sont  les  particularites  remarquables  du  cycle  de  ces  Virus  ? 

17.  Pour  quelles  raisons  le  VIH  est-il  different  des  autres  Retrovirus,  et  quel  est  son  mode  d'action  dans 
l'organisme  humain  ? 

18.  De  quelle  maniere  les  proteines  de  la  capside  et  de  l'enveloppe  sont-elles  fabriquees  lors  du  cycle  du 
Virus  de  la  foret  de  Semliki  ? 

19.  Pourquoi  les  plasmides  representent-ils  des  outils  de  base  en  genie  genetique  ? 

20.  En  quoi  les  prions  sont-ils  des  entites  autoreproductibles  originales,  et  comment  se  transmettent-ils  ? 
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Chapitre  16 


L'ORIGINE  DE  LA  VIE. 
L' APPARITION 
DES  DIFFERENTS  TYPES 

CELLULAIRES 


La  diversity  des  cellules  actuelles,  que  nous 
avons  analysee  dans  les  chapitres  precedents,  et 
celle  des  organismes,  que  nous  enseignent  la  micro- 
biologie,  la  botanique  et  la  zoologie,  est  le  resultat 
d'une  evolution  de  plus  de  trois  milliards  d'annees. 
Des  les  premieres  lignes  de  cet  ouvrage,  nous  nous 
sommes  interroges  sur  les  notions  de  vie  et  d'etre 
vivant  et  avons  enonce  les  caracteristiques  princi- 
pales  permettant  de  definir  ces  termes.  Nous 
allons,  dans  ce  chapitre  de  conclusion,  apporter 
quelques  precisions  relatives  a  la  question  des  ori- 
gines  qui  avait  alors  ete  simplement  posee. 

Pour  repondre  aux  multiples  questions  que  sou- 
leve  l'apparition  de  la  vie  et  des  cellules,  deux 
demarches  sont  adoptees  par  les  chercheurs.  La 
premiere,  qui  part  des  origines,  est  experimentale 
et  cherche  a  reconstituer  les  etapes  initiales  de 
l'apparition  des  systemes  vivants,  en  simulant  les 
conditions  rencontrees  sur  la  Terre  primitive  ;  cette 
demarche  est  dite  constructiviste.  La  seconde,  qui 
part  du  present,  est  celle  des  «paleontologues 
moleculaires  »  ;  elle  analyse  les  structures  gene- 
tiques  communes  a  tous  les  etres  vivants  actuels  et 
reconstitue  leur  histoire  evolutive,  a  partir  de  « fos- 
siles  moleculaires »  conserves  dans  les  genomes.  II 
s'agit  ici,  avec  les  outils  des  evolutionnistes,  de 
remonter  le  temps  aussi  loin  que  possible,  pour 
comprendre  le  fonctionnement  des  ancetres  des 
cellules  modernes.  Ces  deux  approches  peuvent- 
elles  se  rejoindre,  et  mieux  encore  se  recouvrir  ? 

II  faut  reconnaitre  qu'a  l'heure  actuelle  subsiste 
encore  une  vaste  term  incognita  entre  les  domaines 
qu'elles  etudient.  Si  l'on  dispose  en  effet  de  nom- 
breuses  donnees  fiables  sur  l'apparition  de  la 
matiere  organique  sur  la  Terre  primitive,  d'une 


part,  et  sur  l'evolution  recente  des  cellules  (en  par¬ 
ticular  l'origine  des  cellules  eucaryotiques)  et  des 
etres  vivants  en  general,  d'autre  part,  la  transition 
entre  le  non-vivant  et  le  vivant  reste  essentielle- 
ment  l'objet  de  speculations  plus  ou  moins  fon- 
dees. 


1.  HISTOIRE  DE  LA  VIE 
SUR  LA  TERRE 


1.1.  Donnees  de  la  geologie 


Notre  planete  s'est  formee  par  accretion  de 
poussieres  interstellaires,  en  meme  temps  que  le 
reste  du  systeme  solaire,  il  y  a  4,6  milliards 
d'annees.  Pendant  une  periode  qui  a  dure  sans 
doute  500  millions  d'annees,  la  Terre  a  commence 
par  se  refroidir,  a  degazer  son  noyau  en  fusion 
(constituant  ainsi  son  atmosphere  primitive),  et  a 
mettre  en  place  ses  premiers  continents  et  oceans. 
Durant  tout  ce  temps,  elle  a  connu  un  volcanisme 
important  et  un  bombardement  ties  intense  par  une 
multitude  d'asteroides  de  grande  taille  qui  sillon- 
naient  encore  l'espace.  Les  roches  sedimentaires  les 
plus  anciennes  (trouvees  au  Groenland)  sont  agees 
de  3,8  milliards  d'annees.  Diverses  donnees  four- 
nies  par  les  geologues  permettent  de  dater,  avec 
une  bonne  precision,  l'origine  de  la  vie  sur  la  Terre. 

La  plus  ancienne  matiere  organique  connue,  qui 
contient  des  hydrocarbures,  des  porphyrines,  des 
purines,  etc.,  s'est  deposee  dans  des  roches  sedi- 
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men ta ires,  il  y  a  environ  3,3  milliards  d'annees. 
L'origine  biologique  de  cette  matiere  est  attestee 
par  l'etude  du  rapport  isotopique  du  carbone 
qu'elle  contient  et  confirmee  par  l'observation, 
dans  ces  sediments,  de  structures  morphologique- 
ment  apparentees  a  des  Procaryotes  actuels.  II 
s'agit  done  des  plus  anciens  microfossiles  connus, 
et  cette  observation  demontre  que  la  vie  est  appa- 
rue  a  une  date  anterieure,  estimee  a  -  3,6  milliards 
d'annees.  Si  l'on  considere  que  la  periode  initiale 
de  formation  de  la  Terre  etait  incompatible  avec 
T  emergence  de  la  vie  en  raison  de  la  temperature 
elevee  de  sa  surface,  on  conclut  que  les  processus 
qui  ont  conduit  a  l'apparition  des  premieres  cel¬ 
lules  se  sont  echelonnes  sur  moins  de  500  millions 
d'annees.  La  duree  de  cette  periode  dite  prebio- 
tique  semble  etonnamment  courte,  comparee  a 
l'echelle  des  temps  geologiques,  et  conduit  a  penser 
que  la  vie  est  bien  un  phenomene  ineluctable  qui 
se  manifeste  des  que  des  conditions  appropriees 
sont  remplies. 


1.2,  Donnees  de  la  paleontologie 


On  connait  d'abondantes  structures  de  type  bio¬ 
logique  dans  des  constructions  organominerales 
fossiles  d'aspect  feuillete,  en  forme  de  colonnes, 
appelees  stromatolithes,  dont  les  plus  anciens  sont 
dates  de  -  3,5  a  -  3  milliards  d'annees.  Sur  des 
coupes  fines,  on  y  observe  des  micro-organismes 
morphologiquement  identifiables  a  des  Bacteries 
modernes,  parmi  lesquelles  des  Cyanobacteries 
typiques.  Ces  strafes  constituent  des  associations 
d'organismes  photosynthetiques  autotrophes  asso- 
cies  a  d'autres,  sans  doute  heterotrophes  et  depen¬ 
dants  des  premiers.  Cette  analyse  s'appuie  sur  le 
fait  que  des  stromatolithes  se  forment,  encore  a 
notre  epoque,  dans  certaines  zones  cotieres 
chaudes  d'Australie,  et  presentent  exactement  les 
memes  caracteristiques  de  taille,  d'organisation 
interne  et  de  microflore  que  celles  des  fossiles.  Les 
Cyanobacteries,  qui  sont  des  Procaryotes  com¬ 
plexes  (voir  chapitre  2),  etaient  done  representees 
des  les  debuts  du  monde  vivant.  Nous  verrons 
plus  loin  comment  la  proliferation  de  ces  orga- 
nismes  photosynthetiques  a  modifie  l'atmosphere 
terrestre  et  a  contribue  a  bouleverser  l'ecologie  de 
la  planete,  entre  -  2  et  -  1  milliard  d'annees. 


Une  nouvelle  categorie  de  microfossiles  apparait 
brusquement,  il  y  a  environ  1,4  milliard  d'annees. 
Ces  organismes  unicellulaires,  10  a  100  fois  plus 
grands  que  les  precedents,  possedent  des  traits 


d'organisation  interne  suggerant  qu'il  s'agit  des 
plus  anciennes  cellules  eucaryotiques  identifies 
(Acritarches).  On  les  observe  dans  des  sediments 
varies,  et  ils  presentent  un  maximum  de  diversifi¬ 
cation  de  leurs  formes  vers  -  800  millions  d'annees 
(phenomene  de  radiation  evolutive).  L'etape  sui- 
vante  dans  l'histoire  de  la  vie  est  l'apparition  des 
premiers  organismes  pluricellulaires  a  caractere 
animal,  dont  on  retrouve  les  traces  dans  des  roches 
a  gees  de  670  millions  d'annees  (faune  d'Ediacara). 
On  reconnait  deja  a  cette  epoque  des  formes  a  corps 
mou  rappelant  des  Invertebres  actuels  :  Meduses, 
Vers  et  Arthropodes  nus.  C'est  vers  -  550  millions 
d'annees  (Cambrien)  que  se  developpe  une  faune 
abondante  et  diversified  d'Animaux  a  coquilles  ou 
carapaces,  dont  les  restes  fossiles  sont  alors  bien 
preserves  (faune  de  Burgess).  Il  est  remarquable 
de  constater  que  l'acquisition  de  la  pluricellularite 
et  du  coelome  est  un  processus  qui  a  demande 
moins  de  100  millions  d'annees  pour  se  realiser. 

Cette  breve  chronologie  montre  que  la  vie  s'est 
tout  d'abord  manifested  sous  la  forme  d'etres  de 
type  procaryotique  pendant  2  milliards  d'annees, 
avant  que  les  Eucaryotes  unicellulaires  n'apparais- 
sent.  Les  possibility  devolution  des  Procaryotes 
pendant  cette  longue  periode  sont  done  conside¬ 
rables  et  le  fosse  qui  les  separe  des  Eucaryotes 
actuels  est  enorme,  d'ou  les  difficultes  qui  en 
decoulent  pour  reconstituer  l'histoire  initiale  du 
monde  vivant.  Il  faut  ajouter  que  l'on  ne  retrouvera 
pas  forcement  de  traces  fossiles  de  tous  les  micro- 
organismes  de  cette  epoque,  en  particulier  ceux 
depourvus  de  paroi,  qui  ont  sans  doute  joue  un  role 
important  dans  revolution  des  cellules,  comme  on 
le  verra  plus  loin. 


2.  PERIODE  PREBIOTIQUE 


Tout  scenario  decrivant  l'origine  de  la  vie  doit 
inclure  une  etape  initiale  au  cours  de  laquelle  se 
sont  elaborees,  a  partir  du  seul  milieu  mineral,  les 
molecules  biologiques  elementaires,  e'est-a-dire  les 
«briques»  constituant  les  macromolecules  (voir 
chapitre  1).  Une  question  centrale  a  ce  sujet  est  de 
savoir  dans  quelle  mesure  ces  molecules  ont  une 
origine  terrestre  ou  extraterrestre.  Par  la  suite,  se 
sont  organisees  des  structures  simples  presentant 
certaines  des  caracteristiques  de  la  vie,  sans  qu'on 
puisse  toutefois  les  considerer  comme  des  cellules 
modernes. 
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2.1  Origine  des  biomolecules  primordiales 


2.1.1.  Origine  terrestre 

La  premiere  question  qui  se  pose  concernant 
l'apparition  de  la  vie  sur  la  Terre  est  celle  du 
contexte,  c'est-a-dire  de  la  nature  de  son  atmos¬ 
phere  primitive.  L'etude  des  autres  planetes  et 
diverses  considerations  geochimiques  conduisent 
actuellement  a  penser  que  celle-ci  devait  etre  riche 
en  H2,  N2,  CO,  C02  et  H20.  Le  premier  de  ces  gaz, 
tres  leger,  s'est  progressivement  echappe  du  champ 
de  gravitation  terrestre,  ne  laissant  plus  que  des 
gaz  neutres  ou  oxydes.  Si  la  nature  exacte  de  cette 
atmosphere  reste  inconnue,  il  est  certain  qu'elle  ne 
contenait  pas  d'O,,  car  il  n'existe  pas  de  meca- 
nisme  susceptible  de  faire  apparaitre  ce  gaz  sur  la 
Terre  primitive  ;  de  plus,  les  sediments  les  plus 
anciens  (-  3,8  a  -  2  milliards  d'annees)  contiennent 
du  fer  sous  la  forme  fer  ferreux,  qui  n'a  pu  se 
deposer  que  dans  une  atmosphere  reductrice  ou 
neutre.  Il  faut  enfin  signaler  que  Ton  a  longtemps 
imagine  que  cette  atmosphere  etait  riche  en  gaz 
tels  que  NH3  ou  CH4,  et  done  hautement  reduc¬ 
trice  ;  ce  point  sera  discute  lors  de  l'etude  experi- 
mentale  de  1'origine  des  molecules  prebiotiques. 

Les  gaz  presents  sur  la  Terre  primitive  sont  rela- 
tivement  inertes  et  ne  peuvent  etre  a  1'origine  de 
molecules  organiques  que  lorsqu'ils  sont  excites 
par  d'intenses  sources  d'energie  permettant  leur 
interaction  chimique.  Parmi  celles  disponibles  alors 
sur  la  Terre,  les  plus  efficaces  etaient  representees 
par  les  radiations  lumineuses  (en  particulier  les 
UV  qui  n'etaient  pas  arretes  par  une  atmosphere 
alors  depourvue  d'ozone),  et  par  les  decharges 
electriques  issues  des  orages,  supposes  nombreux 
a  cette  epoque.  A  la  suite  des  travaux  et  de  la 
reflexion  des  pionniers  des  etudes  sur  1'origine  de 
la  vie  (A.  Oparin  et  J.B.  Haldane,  dans  les  annees  20 
et  30),  les  biochimistes  etaient  convaincus  que  Ton 
pouvait  fabriquer  les  molecules  elementaires  de  la 
vie  dans  des  conditions  abiotiques.  Il  revient  a 
S.  Miller  d'avoir  conduit,  en  1953,  la  premiere  expe¬ 
rience  demontrant  qu'il  etait  possible  de  faire  appa¬ 
raitre  une  grande  diversite  de  molecules  organiques 
a  partir  d'un  melange  gazeux  et  d'une  source 
d'energie  censes  exister  sur  la  Terre  primitive. 
L'encart  suivant  decrit  cette  experience  fameuse. 

De  nombreuses  experiences  de  ce  genre,  dans 
lesquelles  on  fait  varier  la  nature  des  melanges 
gazeux  et  des  sources  d'energie,  sont  encore 
conduites  ;  elles  demontrent  que  Ton  peut  synthe- 


Encart  historique 

L'experience  de  S.  Miller  sur  1'origine 
abiotique  des  biomolecules 

Apres  avoir  enferme  dans  une  enceinte  close 
(dont  le  montage  est  donne  dans  la  figure  16.1) 
un  melange  gazeux  compose  de  CH4,  NH3,  H2 
et  H20,  cense  representer  l'atmosphere  terrestre 
primitive,  cet  auteur  soumet  ce  melange  a  des 
decharges  electriques  continues  pendant  plu- 
sieurs  jours.  Des  echantillons  preleves  dans  la 
phase  aqueuse  du  montage  montrent  alors  que 
15  %  du  carbone  initial  sont  passes  sous  forme 
organique  dissoute  et  que  les  molecules  obte- 
nues  sont  constitutes  d'acides  organiques  et 
d'acides  a  amines.  Parmi  ceux-ci,  on  identifie 
de  nombreux  composes  typiques  des  cellules 
actuelles  :  glycine,  alanine,  valine,  acide  aspar- 
tique,  leucine,  acide  acetique,  acide  lactique, 
acide  succinique,  formaldehyde,  etc.  Ce  resultat 
est  surprenant  car  on  obtient,  avec  un  rende- 
ment  important,  un  nombre  limite  de  composes 
qui  sont  pour  la  plupart  de  type  biologique. 

Parmi  les  composes  non  biologiques  abondants, 
on  note  la  presence  d'une  grande  quantite 
d'acide  cyanhydrique  (HCN)  et  de  molecules 
voisines  qui  sont  a  la  base,  avec  le  formalde¬ 
hyde  (HCHO),  de  chaines  de  reactions  formant 
des  acides  amines  simples,  des  sucres  et  des 
bases  puriques  (adenine).  La  chimie  de  cette 
famille  de  composes  formes  de  H,  C  et  N,  riches 
en  triples  liaisons  et  tres  reactifs,  est  maintenant 
bien  connue.  Malgre  son  interet  historique  inde- 
niable,  la  portee  de  cette  experience  est  actuelle¬ 
ment  remise  en  question  car  il  est  acquis  que 
l'atmosphere  primitive  etait  beaucoup  moins 
riche  en  gaz  reducteurs  (CH4  et  NH3)  que  le 
melange  utilise  par  Miller.  Or,  dans  des  condi¬ 
tions  moyennement  ou  peu  reductrices,  les  bio¬ 
molecules  qui  apparaissent  sont  beaucoup 
moins  abondantes  et  moins  diversifies. 

tiser,  selon  les  conditions  experimentales,  la  plu¬ 
part  des  biomolecules  elementaires  connues. 

Cependant,  des  problemes  chimiques  graves  sub¬ 
sisted  : 

1)  les  reactions  decrites  sont  souvent  incompatibles 
les  unes  avec  les  autres ; 

2)  quelques  acides  amines  (Arg.,  Lys.,  His.)  n'ont 
jamais  pu  etre  obtenus ; 

3)  certains  composes  (parmi  les  sucres)  ne  sont 
stables  que  s'ils  sont  lies  a  d'autres  molecules. 
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de  prelevement 
d'echantillons 

Figure  16.1 


Dispositif  experimental  utilise  par  S.  Miller 
pour  realiser  des  syntheses  prebiotiques 

II  s'agit  d'une  enceinte  a  circulation  continue,  contenant 
de  l'eau  a  80  °C  (simulant  l'ocean  primitif)  et  un  systeme 
de  condensation  des  vapeurs  (simulant  les  pluies)  ;  le 
melange  gazeux  reducteur  contenu  dans  le  dispositif  est 
cense  representer  l'atmosphere  terrestre  primitive.  Un 
arc  electrique  constitue  la  source  d'energie  permettant 
d'activer  les  molecules  des  gaz. 


La  derniere  question  est  de  savoir  quelle  quan¬ 
tite  de  matiere  organique  dissoute  a  pu  s'accumu- 
ler  par  cette  voie  sur  la  Terre  primitive  ;  les  avis 
divergent  beaucoup  a  ce  sujet,  allant  d'une  solu¬ 
tion  tres  diluee  jusqu'a  des  concentrations  conside¬ 
rables.  La  notion  de  soupe  primitive,  proposee  par 
Oparine,  et  definie  comme  un  riche  melange  de 
molecules  organiques  au  sein  duquel  serait  appa- 
rue  la  vie,  est  tombee  en  desuetude. 


2.1.2.  Origine  extraterrestre 


Une  seconde  source  de  composes  organiques 
abiotiques  est  fournie  par  la  chimie  interstellaire.  II 
se  forme  actuellement,  de  fa  con  spontanee  au  sein 
des  nebuleuses,  une  grande  quantite  de  molecules 
parfois  complexes.  Les  developpements  de  la 


radio-astronomie  ont  permis  de  detecter  plus  de 
50  especes  moleculaires  contenant,  parfois  reunis, 
les  atomes  de  C,  H,  O,  et  N,  typiques  de  la  matiere 
vivante.  Parmi  celles-ci,  on  trouve  :  l'acide  cyanhy- 
drique,  la  formamide,  le  formaldehyde,  l'acetal- 
dehyde,  l'alcool  methylique,  dont  on  a  vu 
l'importance  comme  precurseurs  dans  la  chimie 
prebiotique.  De  meme,  l'analyse  des  cometes  (dont 
la  celebre  comete  de  Halley,  etudiee  par  cinq 
sondes  spatiales  en  1986),  montre  qu'elles  sont 
elles-memes  riches  en  matiere  organique  et  qu'elles 
constituent  des  reacteurs  chimiques  tres  efficaces. 

La  Terre  est  en  permanence  bombardee  par  des 
objets  de  taille  variee,  provenant  de  l'espace  inter- 
planetaire  ou  interstellaire.  Parmi  les  plus  gros 
objets  atteignant  le  sol,  on  connait  depuis  long- 
temps  une  categorie  de  meteorites  d'un  type  parti- 
culier,  nominees  meteorites  carbonees  ou 
chondrites.  Elies  contiennent  une  proportion 
importante  de  matiere  organique  (jusqu'a  4  % 
de  C) ;  les  molecules  identifiees  sont  des  hydrocar- 
bures  non  biologiques,  mais  aussi  des  acides  ami¬ 
nes  L  et  D,  des  acides  organiques  classiques  et  des 
bases  azotees.  De  faqon  etonnante,  ces  molecules 
sont  identiques  a  celles  obtenues  dans  les  expe¬ 
riences  de  Miller.  On  sait  aussi,  depuis  quelques 
annees,  que  la  Terre  reqoit  continuellement  des 
micrometeorites  (50-100  pm  de  diametre)  riches  en 
matiere  organique,  que  Ton  peut  collecter  en  abon- 
dance  dans  les  glaces  de  l'Antarctique  (ou  les 
sources  de  contamination  organique  sont  reduites) ; 
il  tomberait  ainsi  100  tonnes  de  cette  matiere  extra¬ 
terrestre  par  jour  sur  notre  planete  !  Certains 
auteurs  estiment  a  environ  10 5  milliards  de  tonnes 
la  masse  totale  de  carbone  apportee  par  cette  voie 
pendant  les  300  millions  d'annees  ou  la  Terre  pri¬ 
mitive  a  ete  abondamment  bombardee  (peut-etre 
1  000  fois  plus  intensement  qu'a  l'heure  actuelle). 

Une  hypothese,  tres  en  vogue  actuellement,  est 
celle  de  l'ensemencement  de  la  Terre  par  des  mole¬ 
cules  organiques  tres  diverses  d'origine  exogene, 
dont  la  quantite  aurait  largement  suffi  pour  ali- 
menter  la  chimie  prebiotique  terrestre.  Quel  que 
soit  le  scenario,  Tensemble  de  ces  donnees  confirme 
que  des  molecules  simples  et  stables  sont  le  resul- 
tat  d'une  evolution  chimique  qui  peut  se  derouler 
en  tout  endroit  de  l'Univers,  des  que  des  condi¬ 
tions  appropriees  sont  reunies.  II  existe  done  des 
mecanismes  universels,  qui  ne  sont  pas  forcement 
ceux  mis  en  oeuvre  dans  les  laboratoires,  mais  qui 
ont  pu  presider  a  la  realisation  des  syntheses  abio¬ 
tiques  sur  la  Terre  primitive. 
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2.2  Origine  des  polymeres  biologiques 
primordiaux 


L'etape  importante  suivante  dans  la  chimie  pre- 
biotique  est  la  formation,  a  partir  des  biomolecules 
elementaires,  des  polymeres  biologiques,  en  parti- 
culier  les  proteines  et  les  acides  nucleiques.  En 
effet,  aucune  des  fonctions  fondamentales  caracte- 
ristiques  des  macromolecules  actuelles  :  cataly- 
tiques,  structurales  et  informatives,  n'est  presente 
dans  les  monomeres  seuls.  La  reaction  de  base  uti- 
lisee  chez  les  etres  vivants  est  une  condensation 
(deshydratation)  qui,  paradoxalement,  se  realise 
en  phase  aqueuse,  condition  favorisant  normale- 
ment  la  reaction  inverse.  La  polymerisation  abio- 
tique  des  macromolecules  implique  done  que  la 
concentration  des  monomeres  a  du  etre  localement 
tres  elevee  ;  l'evaporation  (grace  a  la  chaleur  du 
soleil),  ou  bien  la  congelation  (qui  isole  l'eau  sous 
forme  de  glace),  sont  deux  moyens  simples  pour 
concentrer  des  solutions  organiques.  Les  theories 
les  plus  recentes  privilegient  l'idee  selon  laquelle 
l'adsorption  de  composes  organiques  charges  a  la 
surface  de  substances  minerales  a  pu  jouer  un  role 
crucial  dans  l'extraction  et  la  concentration  de 
quantites  importantes  de  matiere  organique 
soluble.  Les  meilleurs  candidats  mineraux  pour 
cette  fonction  catalytique  sont  constitues  par  les 
argiles  (montmorillonnite),  l'apatite  (phosphate  de 
calcium)  ou  la  pyrite  (sulfure  de  fer). 

2.2.1.  SYNTHESE  DES  POLYPEPTIDES 

La  polymerisation  abiotique  des  acides  amines 
a  ete  obtenue  par  diverses  voies.  La  methode  la 
plus  simple  consiste  a  chauffer  des  melanges  secs 
d'acides  amines  a  150-200  °C  ;  on  obtient  des  pro- 
teinoides,  qui  ont  des  proprietes  physicochimiques 
voisines  de  celles  des  proteines,  et  sont  dotes 
d'activites  catalytiques  simples,  essentiellement 
hydrolytiques.  Si  l'on  utilise  comme  precurseurs 
des  acides  amines  adenyles  (associes  a  de  LAMP), 
la  polymerisation  spontanee  est  tres  efficace  a  une 
temperature  peu  elevee,  et  des  chaines  de  50  resi- 
dus  sont  aisement  obtenues.  Enfin,  plusieurs  com¬ 
poses  instables  et  tres  reactifs,  derives  de  HCN  et 
trouves  parmi  les  molecules  primordiales,  s'ave- 
rent  etre  des  agents  de  condensation  capables  de 
realiser  des  liaisons  peptidiques  en  phase  aqueuse. 

II  faut  ici  soulever  la  question  relative  a  la  chira- 
lite  (asymetrie  stereochimique)  des  acides  amines 


constituant  les  proteines  ;  on  rappelle  en  effet  que 
ces  dernieres  sont  actuellement  formees  d'acides 
amines  appartenant  tous  a  la  serie  L.  Or,  les  syn¬ 
theses  non  biologiques  conduisent  toujours  a  des 
melanges  equimolaires  des  formes  L  et  D  ;  com¬ 
ment  le  choix  de  l'une  d'elles  s'est-il  fait,  sous 
quelles  contraintes  ?  On  sait  seulement  que  des 
structures  secondaires  stables  (helice  a  et  feuillet  |3) 
ne  sont  obtenues  que  si  les  segments  de  polypep¬ 
tides  sont  homogenes  sur  une  longueur  superieure 
a  6  acides  amines. 

2.2.2.  Synthese  des  polynucleotides 

De  la  meme  fagon,  plusieurs  methodes  permet- 
tent  d'obtenir  des  ribonucleotides  a  partir  de  bases 
azotees,  a  condition  de  disposer  de  ribose,  et  en 
presence  d'agents  de  condensation  appropries.  La 
fabrication  abiotique  des  bases  puriques  et  pyri- 
mydiques  est  aisee.  L'adenine,  par  exemple,  est 
synthetisee  simplement  par  l'action  de  HCN  sur 
NH3  dans  l'eau  ;  on  peut  d'ailleurs  la  considerer 
comme  un  polymere  forme  de  cinq  molecules  de 
HCN.  La  polymerisation  des  chaines  nucleoti- 
diques  a  partir  de  ces  precurseurs  est  egalement 
possible,  a  60  °C,  en  presence  de  polyphosphates 
et  de  certains  cations  mineraux  ;  lorsque  les 
nucleotides  sont  actives  par  un  derive  de  HCN, 
cette  reaction  est  encore  plus  aisee. 

2.2.3.  Synthese  des  acides  gras 

La  genese  des  membranes  biologiques  actuelles 
implique  des  lipides  de  formule  adequate  (voir 
chapitre  5).  Les  experiences  de  simulation  mon- 
trent  qu'il  est  tres  difficile  d'obtenir  des  chaines 
lineaires  d'acides  gras  assez  longues  (>  12  C)  pour 
former  des  bicouches  stables.  Les  conditions  effi- 
caces  conduisent  a  des  chaines  branchees,  ou  bien 
sont  irrealistes  du  point  de  vue  des  conditions  phy¬ 
sicochimiques  exigees.  On  peut  imaginer  cepen- 
dant  construire  des  membranes,  sur  le  principe  de 
la  bicouche,  avec  d'autres  molecules  que  celles 
existant  actuellement. 

2.2.4.  Limites  de  la  demarche  constructiviste 

Toutes  ces  experiences  indiquent  que  les  condi¬ 
tions  physicochimiques  censees  regner  sur  la  Terre 
primitive  sont  compatibles  avec  une  synthese 
abiotique  de  biopolymeres  representant  assez  fide- 
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lement  les  deux  principales  classes  de  macromole¬ 
cules  qui  fondent  les  phenomenes  vitaux  actuels  : 
les  proteines  et  les  acides  nucleiques.  Ces  expe¬ 
riences  ne  prouvent  cependant  pas  que  les  voies 
decouvertes  sont  uniques,  et  les  resultats  definitifs. 
De  nombreuses  inconnues  subsistent  en  outre 
quant  a  l'origine  de  certaines  molecules  elemen- 
taires,  comme  les  acides  amines  basiques  et  surtout 
le  ribose.  II  faut  souligner  enfin  que  les  experiences 
de  laboratoire  sont  optimisees,  car  conduites  avec 
des  composes  purifies,  en  concentrations  elevees, 
et  en  1' absence  de  la  multitude  de  molecules  voi- 
sines  coexistant  sur  la  Terre  dans  les  solutions 
organiques  d'origine  abiotique,  qui  devaient 
empoisonner  les  reactions  «  utiles  ». 


2.3  Origine  des  premiers  systemes 
autoreplicatifs :  les  protocellules 


A  ce  niveau  de  Texpose,  on  aborde  la  boite  noire 
de  l'histoire  de  la  vie,  un  domaine  ou  la  part  de  la 
speculation  l'emporte  sur  l'experimentation.  II  faut 
en  effet  imaginer,  a  un  moment  donne,  l'emergence 
d'un  systeme  possedant  les  caracteristiques  ele- 
mentaires  du  vivant,  et  qui  assure  le  passage  d'une 
evolution  chimique  prebiotique  a  une  evolution  de 
type  biologique.  Ce  systeme  protocellulaire,  par- 
fois  nomme  cellule  primordiale  ou  progenote, 
encore  tres  eloigne  de  la  cellule  classique,  devait 
posseder  les  caracteristiques  suivantes  : 

1)  avoir  une  duree  de  «vie»  -  au  sens  chimique  - 
significative ; 

2)  etre  capable  de  s'entretenir  et  de  se  reproduire 
(c'est-a-dire  avoir  acquis  une  memoire) ; 

3)  etre  capable  d'evoluer  vers  une  structure  encore 
plus  performante  (voir  chapitre  1). 


11  existe  une  controverse  pour  savoir  quel  type 
de  macromolecule  codee,  c'est-a-dire  potentielle- 
ment  porteuse  d'un  message  et  faisant  office  de 
memoire,  est  apparu  le  premier  sur  la  Terre  ; 
actuellement,  celle-ci  est  toujours  constitute  par 
un  acide  nucleique.  Plusieurs  auteurs  considerent 
que  les  proteines  ont  pu  initialement,  a  elles  seules, 
remplir  toutes  les  fonctions  citees  plus  haut,  et  que 
les  cellules  primordiales  auraient  fonctionne  sans 
information  genetique,  au  sens  modeme.  D'autres 
pensent,  au  contraire,  que  les  acides  nucleiques 
sont  apparus  les  premiers,  et  qu'une  certaine  forme 
de  vie  a  pu  exister  sans  les  proteines  qui  seraient 
arrivees  ulterieurement. 


2.3.1.  Le  MONDE  DES  PROTEINES 

Parmi  tous  les  travaux  effectues  sur  ce  sujet,  il 
faut  citer  les  experiences  historiques  de  deux  cher- 
cheurs,  A.  Oparine  et  S.  Fox,  qui  ont  tente  de  repro¬ 
duire  en  laboratoire  des  structures  ressemblant  a 
des  cellules  primitives  et  mimant  certaines  de  leurs 
activites. 

Les  travaux  de  Oparine,  dans  les  annees  30,  sont 
a  l'origine  de  la  notion  de  coacervat.  Dans  certaines 
conditions  experimentales,  des  polymeres  orga¬ 
niques  actuels  forment  des  gouttelettes  denses  qui 
se  separent  spontanement  de  la  phase  aqueuse 
environnante.  Ces  structures,  qui  semblent  limi- 
tees  par  une  pseudomembrane,  peuvent  contenir, 
a  la  maniere  des  liposomes  (voir  chapitre  5),  des 
enzymes  que  Ton  introduit  dans  le  milieu  ou  elles 
se  forment.  Cet  auteur  a  ainsi  obtenu  des  pseudo¬ 
cellules  effectuant  des  reactions  enzymatiques 
simples,  telles  que  des  syntheses  ou  des  degrada¬ 
tions  (amidon),  et  des  reactions  d'oxydoreduction 
mettant  en  jeu  du  NADH  ou  de  la  chlorophylle. 
Ces  coacervats  ne  sont  pas  capables  de  croissance 
continue,  de  reproduction  ou  devolution. 

Dans  la  meme  lignee,  les  travaux  de  S.  Fox  sont 
beaucoup  plus  recents.  Ils  consistent  dans  la  fabri¬ 
cation  de  globules  voisins  de  ceux  de  Oparine, 
mais  uniquement  a  partir  de  molecules  simples  et 
de  proteinoides  d'origine  abiotique.  Ces  micro¬ 
spheres,  dont  le  diametre  est  de  quelques  micro¬ 
metres,  sont  limitees  par  une  structure  de  type 
membranaire  et  miment  certains  comportements 
des  cellules  :  elles  bourgeonnent,  se  divisent  et 
fusionnent  lorsqu'on  change  les  conditions  physi- 
cochimiques  du  milieu.  Leur  activite  chimique  est 
plus  sophistiquee  que  celles  des  coacervats  car  elles 
peuvent,  si  on  leur  fournit  des  acides  amines  ou 
des  nucleotides  actives  d'origine  abiotique,  fabri- 
quer  des  peptides  ou  des  chaines  courtes  de 
nucleotides.  Cet  auteur  considere  done  avoir  jete 
un  pont  entre  les  mondes  prebiotique  et  biolo¬ 
gique,  et  pretend  que  le  flux  de  l'information  gene¬ 
tique  a  pu  fonctionner  des  proteines  vers  les  acides 
nucleiques.  La  critique  majeure  faite  a  cette 
approche  est  qu'elle  ne  fournit  aucune  cle  permet- 
tant  de  comprendre  l'installation  d'une  boucle 
stable  entre  des  molecules  catalytiques  et  des 
molecules-memoire.  II  est  clair,  avec  les  connais- 
sances  actuelles  en  biologie  moleculaire,  que  e'est 
du  cote  des  acides  nucleiques  qu'il  faut  chercher 
des  pistes  pour  imaginer  un  systeme  a  la  fois  auto- 
reproductif  et  informatif. 
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2.3.2.  Le  MONDE  DE  l'ARN 

Depuis  une  trentaine  d'annees  se  renforce  une 
hypothese  selon  laquelle  l'ARN  aurait,  d'une  part, 
precede  l'ADN  comme  molecule  memoire  quasi 
universelle  au  cours  de  l'histoire  du  vivant  (on 
rappelle  que  seuls  quelques  Virus  ont  un  genome 
d'ARN),  et  d'autre  part,  aurait  pu  jouer  un  role 
catalytique  au  meme  titre  que  les  enzymes 
actuelles.  Les  defenseurs  de  cette  hypothese  consi- 
derent  meme  qu'un  type  de  vie,  exclusivement 
base  sur  l'ARN,  a  existe  aux  pemieres  epoques  de 
la  Terre  ;  il  aurait  progressivement  ete  remplace 
par  celui  connu  a  l'heure  actuelle,  dans  lequel  les 
proteines  jouent  un  role  majeur  ;  c'est  le  monde  de 
TARN. 

Outre  le  fait  que  le  ribose  s'obtient  plus  facile- 
ment  que  le  desoxyribose  dans  les  conditions  abio- 
tiques,  on  remarque  chez  les  cellules  actuelles  : 
1)  que  les  precurseurs  de  l'ADN  sont  tous  formes 
a  partir  des  precurseurs  de  TARN  et,  2)  qu'il  existe 
une  enzyme  capable  de  fabriquer  de  l'ADN  a  partir 
d'ARN  :  la  transcriptase  inverse  (voir  chapitre  14). 
De  plus,  si  TARN  a  les  memes  possibilities  que 
l'ADN  pour  former  des  hybrides  et  s'autorepro- 
duire,  il  possede  en  outre  la  capacite  a  s'organiser 
en  structures  tridimensionnelles  complexes,  dont 
l'ARNt  est  l'exemple  le  plus  anciennement  connu 
(voir  chapitre  4).  Il  peut  done,  a  la  difference  de 
l'ADN  qui  se  presente  sous  la  forme  d'une 
baguette  rigide,  et  a  l'image  des  proteines,  realiser 
des  surfaces  specifiques  capables  de  reconnaitre 
des  ligands  ;  grace  aux  groupements  des  bases 
nucleiques,  il  pourrait  done  eventuellement  cataly- 
ser  des  reactions  chimiques. 

Des  experiences  de  chimie  abiotique  montrent 
qu'un  brin  monotone  d'ARN  (poly  C,  par  exemple) 
mis  en  presence  de  nucleotides  actives  est  capable 
de  servir  de  matrice  pour  la  synthese  d'un  brin 
complementaire  (poly  G).  Cette  donnee,  qui  sug- 
gere  que  TARN  a  pu  fonctionner  comme  molecule 
autoreplicative  initiale,  n'est  pas  complete  car  on 
ne  sait  pas  fabriquer  de  la  sorte  tous  les  polymeres 
possibles,  en  particulier  le  poly  U  et  le  poly  C. 
Dans  ces  conditions,  la  reproduction  indefinie  des 
brins  complementaires  ne  peut  etre  assuree  ;  la 
synthese  de  longs  brins  non  monotones  et  infor¬ 
ma  tifs  est  a  fortiori  exclue,  ce  qui  pose  done  un  pro- 
bleme  grave  ! 

En  ce  qui  concerne  les  proprietes  catalytiques 
de  TARN,  il  a  ete  montre,  en  1981,  que  cette  espece 
moleculaire  possedait  certaines  capacites  enzyma- 


tiques  attributes  jusque  la  seulement  aux  pro¬ 
teines.  Sans  entrer  dans  les  details,  il  faut  savoir 
que  certains  ARN  (en  particulier  l'ARNr  d'un 
Protiste  nomme  Tetrahymena )  peuvent  in  vitro,  en 
l'absence  d'enzyme  et  d'energie,  s'auto-episser, 
e'est-a-dire  se  couper  et  rabouter  les  morceaux  for¬ 
mes  apres  elimination  d'un  long  fragment  interne 
de  la  molecule  (intron  ;  voir  chapitre  4).  Depuis 
lors,  de  nouvelles  families  d'ARN  catalytiques  ont 
ete  decouvertes  chez  les  Virus,  les  Bacteries  et 
d'autres  Eucaryotes  ;  ces  molecules  tres  particu- 
lieres  sont  nommees  ribozymes.  De  telles  observa¬ 
tions  suggerent  que  les  ARN  ont  pu  jouer  un  role 
equivalent  a  celui  des  proteines  au  cours  de  l'his- 
toire  de  la  vie.  Cette  idee  est  renforcee  par  le  fait 
que  de  nombreux  coenzymes  modernes,  libres  ou 
lies  a  des  proteines  (NAD+,  FAD,  Co  A),  sont  des 
nucleotides  ;  certains  auteurs  considerent  qu'ils 
represented  les  restes  «  fossiles  »  d'enzymes  primi¬ 
tives  et  imaginent  que  les  etapes  du  metabolisme 
ont  pu  etre  catalysees  par  des  ribozymes.  Il  faut 
cependant  souligner  que  le  nombre  de  reactions 
identifiees  et  celui  de  leurs  cibles  (en  fait  unique- 
ment  TARN)  restent  tres  limites  a  ce  jour. 

2.3.3.  Une  troisieme  voie  ? 

Compte  tenu  des  difficultes  rencontrees  dans  la 
synthese  abiotique  de  certains  elements  des  nucleo¬ 
tides  modernes  et  dans  la  replication  des  chaines 
polynucleotidiques,  les  chercheurs  supposent  que 
des  polymeres  replicatifs  plus  simples  ont  precede 
les  acides  nucleiques  actuels.  Ces  derniers  semblent 
trop  «parfaits»,  et  ils  pourraient  en  fait  resulter  de 
T  evolution  de  molecules  ayant  les  memes  proprie¬ 
tes  qu'eux,  mais  construites  a  partir  de  monomeres 
plus  abondants  sur  la  Terre  primitive.  On  peut 
imaginer,  par  exemple,  des  molecules  ayant  un 
squelette  de  glycerol-phosphate,  plus  facile  a  obte- 
nir  que  le  ribose-phosphate,  et  portant  des  bases 
differentes  de  celles  actuelles,  ou  en  nombre  plus 
reduit.  La  seule  chose  vraiment  importante,  au 
fond,  est  qu'il  existe  une  complementarite  structu- 
rale  entre  les  monomeres  de  deux  brins  opposes. 
Plusieurs  families  de  ces  proto-acides  nucleiques 
se  sont  peut-etre  succedees  au  cours  du  temps, 
s'eliminant  les  unes  les  autres,  par  selection  des 
plus  performantes  ;  il  pourrait  ainsi  ne  subsister 
aucune  trace  de  ces  premiers  mecanismes  chez  les 
organismes  modernes.  Il  est  a  craindre  que  Ton 
veuille  faire  dire  aux  acides  nucleiques  modernes 
plus  de  choses  que  ce  qu'ils  peuvent  dire  ! 
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3.  DES  PROTOCELLULES 
A  LA  CELLULE  ANCESTRALE 


Nous  avons  vu  que  toutes  les  cellules  modernes 
presentent  des  mecanismes  genetiques  fondamen- 
taux,  des  biomolecules  et  des  voies  metaboliques 
identiques.  II  faut  done  admettre  qu'elles  derivent 
d'une  cellule  ancestrale  commune  qui  possedait 
deja  toutes  ces  caracteristiques,  et  etait  d'une  com¬ 
plexity  voisine  de  celles  actuelles  ;  elle  resultait  for- 
cement  elle-meme  d'une  longue  evolution. 
L'invention,  par  les  cellules  primordiales  derivees 
des  « experiences  »  prebiotiques,  de  l'ADN  comme 
materiel  hereditaire,  du  code  genetique,  des  ribo¬ 
somes,  du  metabolisme  intermediaire  et  energe- 
tique  etc.,  est  done  extremement  ancienne.  II  est 
d'ailleurs  probable  que  plusieurs  types  de  systemes 
repondant  a  la  definition  large  de  systeme  vivant 
ont  existe,  mais  il  est  en  tout  cas  sur  qu'une  seule 
lignee  a  ete  selectionnee  par  revolution  pour  don- 
ner  l'ensemble  des  cellules  actuelles. 

Quel  etait  l'aspect  de  la  cellule  ancestrale  qui  a 
elimine  toutes  ses  concurrentes  ?  On  ne  le  saura 
peut-etre  jamais,  mais  on  est  certain  que  les  Proca¬ 
ryotes  actuels,  qui  sont  le  resultat  d'une  tres  longue 
evolution  allant  dans  le  sens  de  la  simplification, 
n'ont  plus  rien  a  voir  avec  la  cellule  procaryotique 
ancestrale  dont  ils  descendent.  Le  seul  espoir  est 
dans  l'exobiologie,  e'est-a-dire  la  recherche  de  la 
vie  en  dehors  de  la  Terre  ;  il  se  peut  que  des  traces 
fossiles  de  ces  etres  existent  sur  Mars,  ou  une 
forme  de  vie  a  pu  apparaitre,  mais  qui  aurait  ete 
stoppee  dans  son  evolution,  car  l'histoire  geolo- 
gique  de  cette  planete  est  fondamentalement  diffe- 
rente  de  la  notre.  Il  n'est  pas  possible  de  decrire  en 
detail  les  hypotheses  plus  ou  moins  fondees 
concemant  l'acquisition,  par  le  ou  les  progenotes, 
de  toutes  les  nouveautes  ayant  permis  de  conduire 
a  la  premiere  cellule  vraie.  Nous  nous  contente- 
rons  ici  d'enumerer  les  caracteristiques  principals 
qui  differencient  fondamentalement  cette  derniere 
de  ses  ancetres  pre-vivants. 


3.1  Compartimentation  et  membranes 


Les  premiers  systemes  autoreplicatifs  ne  res- 
semblaient  pas  aux  cellules  modernes,  mais  ils 
etaient  tres  certainement  limites  par  une  membrane 
de  nature  inconnue.  Ceci  est  une  necessity  absolue 


car  aucune  reaction  chimique  ne  peut  se  produire 
efficacement  si  les  enzymes  ou  les  precurseurs  en 
jeu  sont  soumis  a  la  libre  diffusion.  Les  surfaces 
minerales  ont  un  moment  pu  remplir  cette  fonction 
de  concentration  des  reactants,  mais  il  a  bien  fallu 
que  la  vie  naissante  s'en  affranchisse  et  passe  «en 
trois  dimensions ».  Dans  un  milieu  homogene,  on 
comprend  mal  aussi,  par  exemple,  comment  une 
relation  privilegiee  entre  un  ARN  (ou  toute  mole¬ 
cule  informationnelle  equivalente)  et  une  proteine 
primitive  facilitant  sa  synthese  (dans  un  rapport 
de  codage)  aurait  pu  etre  maintenue  sans  une  bar- 
riere  physique.  Les  notions  de  competition  et  de 
selection,  a  la  base  de  toute  l'evolution  biologique 
impliquent  l'isolement  precoce  de  boucles  de  retro¬ 
action. 

Des  bicouches  se  sont  sans  doute  organisees 
tres  tot  en  vesicules  de  type  liposome  (voir  cha- 
pitre  5)  et  ont  enferme  des  systemes  chimiquement 
ou  genetiquement  varies.  Ces  structures  membra- 
naires  n'etaient  pas  forcement  constituees  de  phos- 
pholipides,  mais  toute  molecule  ayant  des 
proprietes  amphiphiles  equivalentes  pouvait  jouer 
ce  role.  On  imagine  ensuite  des  phenomenes  de 
fusion  entre  des  multitudes  de  vesicules  differentes 
correspondant  a  des  «  experiences  prebiotiques  » 
uniques,  permettant  une  mise  en  commun  de  ces 
systemes.  Les  potentialites  exploratoires  d'une 
telle  combinatoire  sont  considerables.  Enfin,  il  ne 
faut  pas  oublier  la  question  de  la  permeabilite  de 
ces  membranes  vis-a-vis  du  milieu,  qui  a  egalement 
du  etre  reglee  de  fag  on  precoce. 


3.2  Apparition  des  metabolismes 


Tous  les  etres  vivants  actuels  sont  dotes,  pour 
assurer  leur  croissance,  d'un  metabolisme  fournis- 
seur  de  precurseurs  chimiques  et  d'energie.  Si  les 
premiers  systemes  autoreplicatifs  ont  pu  utiliser 
des  molecules  d'origine  abiotique  pendant  quelque 
temps,  il  est  clair  que  leur  perpetuation  a  ete  liee  a 
la  mise  en  place  de  reactions  catalysees  (par  des 
ARN  ou  des  proteines),  fournissant  les  metabolites 
epuises  sur  la  Terre.  Une  forte  pression  de  selec¬ 
tion  s'est  exercee  alors,  qui  a  favorise  l'emergence 
de  nouvelles  voies  de  synthese  ou  de  degradation. 
Les  scenarios  sur  l'apparition  des  metabolismes 
restent  tres  speculates,  et  seule  une  sequence  vrai- 
semblable  d'evenements  est  proposee  ici. 

On  admet  que  les  premiers  systemes,  necessai- 
rement  anaerobies,  etaient  bases  sur  les  fermenta- 
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tions  et  l'heterotrophie,  et  qu'ils  ont  rapidement 
ete  suivis  par  l'invention  de  la  photosynthese  non 
oxygenique,  utilisant  H2S  comme  donneur  d'elec- 
trons.  Ce  metabolisme  autotrophe  simple  n'utilise 
qu'un  seul  photosysteme,  voisin  du  PS  I  des 
Vegetaux  verts  (voir  chapitre  10)  ;  il  est  pratique 
de  nos  jours  par  les  seules  Bacteries  photosynthe- 
tiques  sulfureuses  pourpres  et  vertes,  anaerobies 
(voir  chapitres  1  et  2),  l'origine  des  dernieres  etant 
probablement  tres  ancienne.  Le  PS  II  serait  apparu 
plus  tard  et  aurait  complete  le  PS  I  chez  les  Cyano¬ 
bacteries,  qui  realisent  la  photosynthese  oxyge¬ 
nique  utilisant  H20  comme  reducteur  primaire.  II 
semble  en  outre  que  les  actuelles  pompes  a  pro¬ 
tons  mues  par  l'ATP  (et  reversibles),  dont  la  repar¬ 
tition  est  universelle  parmi  les  Procaryotes,  soient 
une  invention  tres  ancienne  qui  aurait  initialement 
permis  de  neutraliser  le  pH  des  cellules  primitives. 

La  consequence  majeure  de  l'invention  de  la 
photosynthese  oxygenique,  qui  donnait  acces  a 
une  source  inepuisable  de  donneur  d'electrons,  a 
ete  l'accumulation  progressive  d'O,  gazeux  dans 
l'atmosphere.  II  a  fallu  plus  d'un  milliard  d'annees 
pour  que  sa  teneur  passe  d'une  valeur  voisine  de 
1  %  (vers  -  2  milliards  d'annees),  a  la  valeur 
actuelle  (21  %),  atteinte  il  y  a  8  a  900  millions 
d'annees.  L'O,  est  done  un  dechet  du  metabolisme 
des  Cyanobacteries,  et  il  a  constitue  un  poison 
mortel  pour  tous  les  etres  vivants  anaerobies 
contemporains.  La  « respiration »  des  nitrates  et 
des  sulfates,  pratiquee  aujourd'hui  par  quelques 
Bacteries  en  anaerobiose  (voir  chapitre  1),  est  sans 
doute  un  metabolisme  precurseur  de  la  respiration 
classique  qui  implique  TO,  et  qui  est  a  la  base  de 
l'heterotrophie  de  la  plupart  des  organismes  aero- 
bies  actuels.  Nous  decrirons  plus  loin  l'evenement 
extraordinaire  qui  a  permis  a  ce  metabolisme  ener- 
getiquement  tres  performant  de  se  developper  sur 
la  Terre.  Il  est  enfin  admis  que  les  Cyanobacteries 
vivant  il  y  a  2  milliards  d'annees  etaient  capables 
de  fixer  l'azote  atmospherique. 

3.3  Machinerie  de  synthese  des  proteines 
et  code  genetique ;  origine  des  genomes 
d'ADN 

Il  s'agit  d'abord  de  comprendre  comment  s'est 
mise  en  place  une  boucle  d'une  exceptionnelle  effi- 
cacite,  qui  a  permis  la  mise  en  memoire,  dans  une 
molecule,  d'activites  catalytiques  assurant  la 
reproduction  de  cette  meme  memoire.  Le  systeme 


actuel,  base  sur  l'existence  d'une  correspondance 
entre  structures  lineaires,  est  d'une  grande  com- 
plexite  et  met  en  jeu  des  centaines  de  macromole¬ 
cules  (voir  chapitre  4).  Le  probleme  de  l'origine  du 
codage  genetique  et  de  la  machinerie  qui  est  asso- 
ciee  a  son  decryptage  (ribosomes,  ARNt,  etc.), 
ainsi  que  celui  de  l'origine  des  genomes  modernes, 
ne  peut  malheureusement  etre  traite  dans  le  cadre 
de  cet  ouvrage.  L'experimentation  n'occupe  guere 
de  place  dans  tout  ce  domaine  ;  nous  nous  conten- 
terons  done  seulement  de  proposer  quelques  ques¬ 
tions  generates . 

-  Les  memes  molecules  ont-elles  ete  a  la  fois  infor- 
matives  et  catalytiques  ?  Sinon,  quel  type  d'inter- 
action  s'est  etabli  a  l'origine  entre  ces  deux 
categories  de  molecules  ? 

-  Le  code  genetique  universel,  et  done  «  ancestral », 
est-il  arbitraire,  ou  determine  ?  A-t-il  ete  unique, 
ou  bien  est-il  le  dernier  d'une  serie  de  tentatives 
avortees  ? 

-  Existe-t-il  des  relations  entre  des  codons  et  des 
acides  amines  particuliers  ? 

-  Le  codage  a-t-il  toujours  implique  des  triplets  et 
y-a-t-il  toujours  eu  vingt  acides  amines  dans  les 
proteines  ? 

-  A  quoi  ressemblaient  les  ribosomes  et  les  ARNt 
primitifs  ? 

-  Comment  etaient  organises  les  premiers  genes 
d'ARN,  quelle  etait  leur  taille  et  comment 
etaient-ils  repliques  ? 

-  Comment  le  passage  des  genomes  d'ARN  a  ceux 
d'ADN,  molecule  plus  adaptee  pour  Stocker  une 
information  de  fa  con  stable,  s'est-il  effectue  ? 


4.  APPARITION  DES  CELLULES 
EUCARYOTIQUES ; 
ORIGINE  DES  ORGANITES 


Le  plan  d'organisation  eucaryotique,  caracterise 
par  une  compartimentation  poussee,  etant  beau- 
coup  plus  complexe  que  le  plan  d'organisation 
procaryotique  (voir  chapitre  2),  la  question  posee 
ici  est  celle  du  passage  de  l'un  a  l'autre  au  cours  de 
l'evolution  de  la  vie  sur  la  Terre.  La  paleontologie 
situe  l'origine  probable  des  cellules  eucaryotiques 
vers  -  1,4  milliard  d'annees,  moment  ou  l'augmen- 
tation  de  la  taille  de  certaines  cellules  fossiles  est 
interprets  comme  le  resultat  d'un  accroissement 
des  systemes  membranaires  internes  et  l'apparition 
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d'organites  specialises.  S'il  est  evident  que  les 
Procaryotes  ont  precede  les  Eucaryotes  sur  notre 
planete,  il  faut  bien  se  rendre  compte  que  l'evolu- 
tion  qui  a  preside  au  passage  d'un  plan  a  l'autre  a 
dure  au  moins  2  milliards  d'annees,  ce  qui,  en 
l'absence  de  fossiles,  laisse  une  large  place  a  la 
speculation. 

Lorsqu'on  imagine  l'ancetre  procaryotique  des 
cellules  eucaryotiques,  la  cellule  proto-eucaryo- 
tique  (parfois  nominee  urcaryote),  il  ne  faut  sans 
doute  pas  se  le  representer  comme  les  Bacteries 
actuelles,  en  arguant  du  fait  que  ces  dernieres  ont 
une  organisation  simple.  La  simplicite  d'une  cellule 
ou  d'un  organisme  modernes  n'est  absolument 
pas  une  preuve  du  caractere  primitif  (au  sens  de 
premier)  de  leur  organisation,  cette  derniere  pou- 
vant  resulter  d'une  simplification  secondaire  due  a 
une  specialisation  et  un  mode  de  vie  particuliers. 
Nous  verrons  plus  loin  que  ceci  est  vrai  aussi  bien 


pour  les  Procaryotes  que  pour  les  Eucaryotes. 
Deux  theories  sont  avancees  au  sujet  de  l'origine 
des  organites  eucaryotiques,  opposees  en  appa- 
rence  mais  en  fait  non  exclusives  et  complemen- 
taires,  et  dont  l'une  est  actuellement  averee  en  ce 
qui  concerne  deux  types  d'organites  :  les  mito- 
chondries  et  les  plastes. 

4.1  Theorie  endogene 


Cette  theorie  explique  l'origine  de  la  comparti- 
mentation  de  la  cellule  eucaryotique  en  proposant 
des  phenomenes  multiples  d'invagination  de  la 
membrane  plasmique  dans  une  cellule  procaryo¬ 
tique  geante  depourvue  de  paroi.  Ce  processus, 
avec  quelques  variantes,  est  a  meme  de  rendre 
compte  de  l'origine  des  organites  a  membrane 
simple  ou  double  (voir  figure  16.2).  Il  est  ainsi 


ribosomes  colles  sur  la  face 
interne  de  la  membrane  plasmique 


vesicule  de  type  reticulum 
endoplasmique  rugueux 


materiel  genetique  associe 


J 


invagination  de  la  membrane 


noyau  avec  son  enveloppe 


Figure  16.2 

Representation  simplifiee  des  hypotheses  rendant  compte  de  la  genese  des  principaux  organites  eucaryotiques  chez 
une  cellule  ancestrale  procaryotique 

(a)  Origine  endogene  des  systemes  membranaires  internes  par  invagination  de  la  membrane  plasmique  :  1)  reticulum 
endoplasmique ;  2)  noyau. 

(b)  Origine  endosymbiotique  des  mitochondries  et  des  plastes  (endosymbiose  primaire). 
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facile  d'expliquer,  par  une  simple  vesiculisation  de 
type  endocytose,  l'apparition  du  reticulum  endo- 
plasmique  rugueux  ;  les  ribosomes  qui  le  recou- 
vrent  sont  en  effet  equivalents,  par  leur  position,  a 
ceux  observes  sur  la  face  interne  de  la  membrane 
plasmique  des  cellules  bacteriennes  actuelles.  Au 
lieu  d'etre  directement  secretees  dans  le  milieu 
extracellulaire,  les  proteines  que  ces  ribosomes 
fabriquent  sont  alors  transitoirement  accumulees 
dans  la  lumiere  d'une  vesicule,  ce  qui  permet 
l'emergence  de  toutes  les  modifications  post-tra- 
ductionnelles  decrites  dans  le  chapitre  9. 

Le  fait  que  l'on  trouve  dans  des  systemes  endo- 
membranaires  eucaryotiques  de  nombreuses 
enzymes  intervenant  dans  le  metabolisme  des 
lipides,  par  exemple,  ou  bien  des  transporteurs  (de 
metabolites  ou  d'electrons)  qui  appartiennent  typi- 
quement  a  la  membrane  plasmique  des  Procaryotes 
actuels,  renforce  cette  hypothese.  L'origine  des 
lysosomes  et  de  l'appareil  de  Golgi  dans  la  cellule 
proto-eucaryotique  pourrait  aussi  decouler  de  cet 
evenement  initial.  L'apparition  du  noyau  et  des 
organites  semi-autonomes  est  interpretee,  dans  le 
cadre  de  cette  hypothese,  comme  le  resultat  d'une 
invagination  de  nature  plus  complexe,  semblable  a 
celle  decrite  dans  la  figure  16.2.  Les  mitochondries 
et  les  plastes  se  seraient  secondairement  differen- 
cies  autour  d'un  materiel  genetique  endogene  de 
taille  plus  modeste  que  celui  enferme  dans  le 
noyau.  La  nature  de  la  cellule  primitive,  au  sein  de 
laquelle  ces  evenements  auraient  eu  lieu,  varie  sui- 
vant  les  auteurs  :  selon  certains,  il  s'agirait  d'une 
grande  Bacterie  aerobie  tandis  que  d'autres  pen- 
sent  qu'il  pourrait  s'agir  d'une  Cyanobacterie. 

4.2  Theorie  endosymbiotique 


De  tres  nombreuses  donnees  accreditent  une 
autre  theorie,  basee  sur  la  notion  de  symbiose,  et 
qui  renouvelle  completement  notre  fa^on  de  com- 
prendre  l'origine  des  cellules  eucaryotiques.  II 
s'agit  de  la  theorie  endosymbiotique  que  l'on 
considere  a  l'heure  actuelle  comme  demontree 
pour  les  mitochondries  et  les  chloroplastes.  Selon 
celle-ci,  ces  organites  derivent  de  cellules  proca- 
ryotiques  qui  auraient  ete  capturees  par  phagocy- 
tose,  puis  asservies  par  une  cellule-hote  ancestrale, 
elle-meme  batie  sur  le  plan  procaryotique,  mais 
dont  nous  verrons  qu'elle  ne  ressemblait  sans  doute 
pas  a  ses  congeneres.  Nous  proposerons  aussi  une 
hypothese  expliquant  le  succes  evolutif  de  ce  type 


dissociation,  puisque  pratiquement  tous  les  Euca¬ 
ryotes  sont  pourvus  de  mitochondries.  Sur  la  base 
d'arguments  moins  solides,  certains  auteurs  pen- 
sent  que  cette  hypothese  est  egalement  valide  pour 
expliquer  l'origine  des  peroxysomes  et  celle  des 
cils  ou  des  flagelles  eucaryotiques. 

Depuis  presqu'un  siecle,  les  biologistes  ont  ete 
frappes  par  les  ressemblances  existant  entre  mito¬ 
chondries  et  Bacteries,  d'une  part,  et  chloroplastes 
et  Cyanobacteries,  d'autre  part.  Ils  ont  done  tres  tot 
soupgonne  que  ces  organites  eucaryotiques  pou- 
vaient  deriver  de  Procaryotes,  a  l'issue  d'un  evene¬ 
ment  de  type  endosymbiotique.  Cette  hypothese, 
fondee  sur  une  simple  parente  morphologique,  fut 
abandonnee  jusqu'au  debut  des  annes  60,  ou  elle 
comment  a  etre  etayee  par  des  arguments  de  plus 
en  plus  convaincants.  A  l'appui  de  cette  idee,  il  y  a 
aussi  l'observation  qu'il  existe  de  nos  jours  de 
nombreuses  associations  de  ce  type  entre  Bacteries 
et  cellules  eucaryotiques  :  les  «cyanelles»  de  cer¬ 
tains  Protistes  ( Paulinella  chromatophora,  Cyanophora 
paradoxa  )  ne  sont  rien  d'autre  que  des  Cyanobac¬ 
teries  vivant  en  symbiose  ;  divers  Cilies  et  Amibes 
( Pelomyxa  pahistris)  contiennent  des  Bacteries  sym- 
biotiques  ;  les  cellules  de  Rhizobium  envahissent  les 
cellules  des  racines  des  Legumineuses  (voir  cha¬ 
pitre  15)  et  celles  de  Prochloron,  une  Bacterie  pho- 
tosynthetique,  colonisent  les  Ascidies. 

4.2.1.  Capture  et  «  domestication »  des  ancetres 

DES  MITOCHONDRIES 

Nous  avons  a  plusieurs  reprises  signale  les  res¬ 
semblances  structurales,  biochimiques  et  gene- 
tiques  qui  rapprochent  les  mitochondries  des 
Eubacteries  : 

-  existence  d'une  double  membrane,  comme  chez 
les  Bacteries  Gram-negatives,  et  de  constituants 
membranaires  typiques  :  la  porine,  dans  la  mem¬ 
brane  externe,  et  le  diphosphatidyl-glycerol  dans 
la  membrane  interne  (voir  chapitres  5  et  10) ; 

-  organisation  similaire  des  systemes  energetiques 
generateurs  d'ATP  :  transporteurs  membranaires 
d'electrons  et  ATP  synthetases,  fabrication  d'un 
gradient  de  protons  transmembranaire  (voir  cha¬ 
pitre  10) ; 

-  presence  d'un  materiel  genetique,  sous  la  forme 
d'une  molecule  d'ADN  circulaire,  dont  l'organi- 
sation  des  genes  (ordre  et  sequences  nucleoti- 
diques)  est  en  general  semblable  a  celle  des 
Eubacteries,  bien  qu'il  existe  des  introns  dans 
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certains  genes  mitochondriaux  d'Eucaryotes,  en 
particulier  chez  les  Champignons  (voir  cha- 
pitre  4) ; 

-  existence  d'une  machinerie  de  synthese  des  pro- 
teines  (ribosomes)  voisine  de  celle  des  Bacteries 
et  presentant  la  meme  sensibilite  aux  antibio- 
tiques  (voir  chapitre  4). 

Les  phytogenies  moleculaires,  dont  nous  parle- 
rons  plus  loin,  basees  en  particulier  sur  l'analyse 
des  sequences  des  genes  ribosomiques,  prouvent 
que  toutes  les  mitochondries  ont  une  meme  ori- 
gine  et  sont  proches  des  Proteobacteries  actuelles. 
C'est  dans  ce  vaste  groupe  de  Bacteries  Gram- 
negatives,  souvent  aerobies,  que  Ton  trouve  les 
genres  Rhizobium  ou  Agrobacterium,  les  Bacteries 
pourpres  sulfureuses  ou  non,  les  Bacteries  denitri- 
fiantes,  etc.  II  est  clair  qu'un  seul  evenement 
d'endosymbiose  mitochondriale  est  a  l'origine  des 
cellules  Eucaryotiques  actuelles  (monophyle- 
tisme)  ;  dans  quelles  conditions  celle-ci  s'est-elle 
etablie  ?  Nous  avons  deja  dit  que  l'Oz  produit  par 
les  Cyanobacteries  avait  constitue  un  poison  vio¬ 
lent  pour  tous  les  organismes  anaerobies  (photo- 
synthetiques  ou  fermentaires)  qui  vivaient  entre 

-  2  et  -  1  milliard  d'annees,  comme  il  Test  encore 
pour  les  anaerobies  stricts  actuels. 

Beaucoup  de  lignees  ont  du  progressivement 
disparaitre  de  la  planete,  sauf  celles  qui  ont  sur- 
vecu  dans  des  biotopes  depourvus  d'02,  et  celles 
qui  ont  pu  detoxifier  ce  poison  ou  l'utiliser  de 
fa  con  positive.  C'est  cette  pression  de  selection  tres 
forte  qui  est  a  l'origine  du  metabolisme  aerobie  et 
de  la  respiration  cellulaire  chez  les  Procaryotes  de 
cette  epoque,  en  particulier  les  ancetres  des 
Proteobacteries.  II  faut  ajouter  qu'une  consequence 
majeure  de  la  presence  d'02  dans  l'atmosphere  a 
ete  l'apparition  de  la  couche  d'ozone  (03),  qui  pro¬ 
tege  la  surface  de  la  Terre  des  UV,  ce  qui  a  permis 
a  la  vie  de  coloniser  les  continents. 


Les  ancetres  des  Eucaryotes,  anaerobies  eux 
aussi,  et  peut-etre  incapables  d'evoluer  dans  ce 
sens,  n'ont  du  leur  survie  qu'a  cet  evenement  de 
phagocytose  avortee  et  stabilisee  d'une  cellule 
aerobie  ;  celle-ci  non  seulement  detoxifiait  leur 
cytoplasme  en  consommant  1'02  et  en  formant 
HzO,  mais  elle  leur  apportait  aussi  une  source 
d'energie  incomp arablement  plus  grande  que  leur 
fermentation  propre.  On  comprend  bien  l'avan- 
tage  selectif  considerable  represente  par  une  telle 
symbiose,  et  done  son  sens  evolutif.  Dans  le  cadre 
de  cette  theorie,  certains  auteurs  pensent  que  les 
peroxysomes  deriveraient  aussi  d'ancetres  proca- 


ryotiques  aerobies,  qui  auraient  conduit  a  une  pre¬ 
miere  detoxification  du  cytoplasme  de  la  cellule 
eucaryotique  ancestrale,  mais  sans  apport  d'ener¬ 
gie.  Cette  symbiose,  anterieure  a  celle  des  mito¬ 
chondries,  aurait  permis  a  cette  derniere  de  resister 
a  des  tensions  croissantes  d'O,  ;  elle  se  serait 
ensuite  maintenue  en  raison  d'activites  metabo- 
liques  nouvelles  bees  aux  peroxysomes,  devenues 
peu  a  peu  indispensables  a  la  cellule-hote. 

Dans  tous  les  cas,  ces  phenomenes  d'endosym¬ 
biose  etant  des  evenements  tres  anciens,  de  nom- 
breuses  modifications  du  symbionte  allant  dans  le 
sens  de  sa  simplification,  ont  eu  lieu  depuis  lors.  La 
principale  consequence  a  ete  la  transformation 
progressive  de  la  simple  tolerance  du  symbionte  en 
un  asservissement,  a  la  suite  de  transferts  de  genes 
de  ce  dernier  vers  le  noyau  de  l'hote.  Cette  chose 
est  assez  facile  a  imaginer  depuis  les  experiences 
de  genie  genetique  et  de  transgenese  chez  les 
Eucaryotes,  qui  montrent  que  de  l'ADN  etranger 
peut  s'incorporer  aisement  dans  les  chromosomes 
de  l'hote.  Parallelement,  la  reduction  importante 
du  materiel  genetique  du  symbionte  a  necessity  la 
mise  en  place  de  systemes  de  transport  de  pro- 
teines,  desormais  fabriquees  dans  le  hyaloplasme, 
vers  les  organites  (sequences-signal,  recepteurs, 
etc.),  voir  chapitre  9.  L'absence  d'ADN  dans  les 
peroxysomes  serait  un  argument  en  faveur  de 
l'anciennete  de  cette  endosymbiose  primordiale. 

4.2.2.  Origine  des  chloroplastes 

Toutes  les  observations  faites  pour  les  mito¬ 
chondries  sont  aussi  valables  pour  les  chloro¬ 
plastes.  De  fa  con  encore  plus  claire  que  pour  les 
premieres,  les  donnees  structurales,  biochimiques 
et  surtout  moleculaires  demontrent  que  les  plastes 
de  tous  les  organismes  photosynthetiques  euca¬ 
ryotiques  derivent  des  Cyanobacteries  (voir 
figure  16.3).  L'evenement  endosymbiotique  initial 
s'est  produit  apres  celui  qui  est  a  l'origine  des 
mitochondries.  II  a  eu  des  consequences  conside¬ 
rables  a  l'echelle  planetaire,  car  il  confere  a  la  cel¬ 
lule-hote  le  caractere  d'autotrophie  totale,  celle-ci 
pouvant  desormais  survivre  a  partir  des  seuls  ele¬ 
ments  mineraux  du  milieu.  Le  nouveau  type  cellu¬ 
laire  ainsi  cree,  reunissant  les  avantages  lies  au 
statut  eucaryotique  et  ceux  lies  a  l'autotrophie,  a 
pu  conquerir  la  Terre,  coloniser  tous  les  biotopes 
et  devenir  un  producteur  primaire  tres  important. 

Nous  avons  souligne,  dans  le  chapitre  10,  la 
diversite  de  structure  et  de  composition  en  pig¬ 
ments  des  plastes  rencontres  chez  les  Algues.  On 
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•  Trypanosoma 


EUCARYOTES  EUBACTERIES 

Figure  16.3 

Arbre  phylogenetique  universel  du  vivant 

Cette  representation  simplifiee  a  ete  etablie  a  partir  de  l'etude  comparative  des  ARNr  16-18  S  ;  elle  est  confirmee  par 
toutes  les  analyses  portant  sur  des  genes  de  proteines  les  plus  divers.  Les  sequences  des  mitochondries  et  des  chloro- 
plastes  ont  ete  indiquees  pour  montrer  leur  enracinement  dans  la  lignee  des  Eubacteries  (respectivement  au  niveau 
des  Proteobacteries  et  des  Cyanobacteries). 

La  fa<;on  exacte  dont  les  trois  empires,  bien  visibles,  derivent  du  progenote  initial  reste  l'objet  de  discussion  et  la  trifur¬ 
cation  simple  de  la  figure  ne  traduit  pas  les  relations  precises  qui  existent  entre  eux  ;  la  faille  des  branches  est  propor- 
tionnelle  a  la  distance  evolutive.  Les  Protistes  sont  represents  par  les  genres  Oxytrichn,  Paramecium,  Trypanosoma  et 
Euglena. 


distingue,  parmi  elles,  quatre  grands  groupes  :  les 
Chlorophycees  (Algues  vertes),  les  Rhodophycees 
(Algues  rouges),  les  Euglenophycees  et  les 
Chromophycees  (Algues  brunes  et  divers  groupes 
mineurs  associes).  Les  plastes  des  cellules  des 
deux  premiers  groupes  possedent  deux  mem¬ 
branes,  tandis  que  ceux  des  suivants  ont  trois  ou 
quatre  membranes.  Devant  de  telles  differences,  la 
question  s'est  posee  de  savoir  si  les  trois  lignees  de 
plastes  correspondantes  resultent  d'un  seul,  ou  de 
plusieurs  evenements  d'endosymbiose  ;  on  a 
depuis  peu  la  preuve,  grace  a  l'analyse  des  arbres 
phylogenetiques  moleculaires,  qu'ils  se  sont  pro- 
duits  a  plusieurs  reprises  au  cours  de  revolution. 

Un  premier  evenement  d'endosymbiose  a 
conduit  a  la  capture  et  a  l'annexion  d'une  Cyano- 
bacterie  par  une  cellule  Eucaryotique  deja  pourvue 
de  mitochondries.  Cette  endosymbiose  primaire 
est  du  meme  type  que  celle  ayant  produit  ces  der- 
nieres  ;  elle  est  a  l'origine  des  premieres  Algues  et 


se  retrouve  actuellement  telle  quelle  chez  les 
Chlorophycees  et  leurs  descendants,  constitues  par 
tous  les  Vegetaux  verts  (lignee  des  Chlorobiontes) 
d'une  part,  et  chez  les  Rhodophycees,  d'autre  part. 
En  revanche,  ce  sont  des  endosymbioses  plus  com¬ 
plexes,  etablies  independamment  les  unes  des 
autres  entre  un  Eucaryote  deja  photosynthetique, 
et  un  autre  Eucaryote,  qui  sont  a  l'origine  recente 
de  trois  groupes  au  moins  d'Algues  :  les  Crypto- 
phycees,  les  Chromophycees  et  les  Euglenophy¬ 
cees.  Ce  type  d'evenement  remarquable  porte  le 
nom  d'endosymbiose  secondaire.  Dans  le  premier 
de  ces  trois  groupes,  qui  possede  des  plastes  a 
quatre  membranes,  on  retrouve  encore  un  vestige 
du  noyau  de  la  cellule  eucaryotique  capturee,  sous 
la  forme  de  ce  que  Ton  appelle  le  nucleomorphe. 
Les  deux  membranes  qui  contiennent  ce  dernier  et 
entourent  aussi  l'enveloppe  du  plaste,  sont  censees 
representer  la  membrane  du  phagosome  (issue  de 
l'hote)  et  la  membrane  plasmique  du  symbionte. 
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4.3  Quel  ancetre  pour  les  cellules 
eucaryotiques  ? 


5.  CONCLUSION  :  L'ARBRE 
UNIVERSEL  DU  MONDE  VIVANT 


L'ancetre  des  cellules  eucaryotiques  ayant  cap¬ 
ture  les  futures  mitochondries  devait,  dans  le  cadre 
general  du  plan  d'organisation  procaryotique,  pre¬ 
senter  les  caracteristiques  originales  suivantes  : 

-il  ne  devait  pas  posseder  de  paroi  epaisse  et 
rigide  (empechant  la  phagocytose),  mais  etre 
limite  par  une  membrane  souple,  comme  les  cel¬ 
lules  animales  actuelles.  En  ce  sens,  il  se  dis¬ 
tingue  de  la  plupart  des  Procaryotes  actuels  ; 

-  il  etait  necessairement  de  grande  taille  et  en 
mesure  d'absorber  des  cellules  procaryotiques 
plus  petites  que  lui  en  pratiquant  la  phagotroph- 
ie; 

-  il  devait  etre  heterotrophe  et  capable  de  se  nour- 
rir  de  molecules  organiques  ou  de  particules  pre- 
sentes  dans  le  milieu.  Au  plan  energetique,  il 
devait  etre  fermentaire  et  realiser  la  glycolyse  ou 
tout  metabolisme  equivalent ; 

-  il  disposait  sans  doute  d'un  reseau  membranaire 
interne,  equivalent  au  reticulum  endoplasmique, 
pour  compenser  une  faible  surface  membranaire 
relative  (sauf  si  sa  membrane  etait  pourvue  de 
nombreuses  expansions),  et  peut-etre  de  lyso- 
somes  lui  permettant  de  digerer  ses  proies  ; 

-  son  cytoplasme  etait  probablement  renforce  par 
un  systeme  squelettique  assurant  en  outre  sa 
motilite  (l'ancetre  du  cytosquelette). 


Une  telle  cellule  ne  ressemble  pas  du  tout  aux 
Bacteries  actuelles,  d'organisation  beaucoup  plus 
simple,  auxquelles  elle  est  pourtant  directement 
apparentee  ;  elle  possede  deja  de  nombreux  traits 
«  modernes  >>  et  son  information  genetique  doit  etre 
importante.  Il  se  peut  que  plusieurs  lignees  proto- 
eucaryotiques  de  ce  type  aient  existe,  mais  une 
seule  a  survecu  apres  l'evenement  endosymbio- 
tique  qui  a  donne  les  mitochondries.  La  question 
qui  n'est  pas  reglee  est  celle  du  noyau,  element 
caracteristique  des  Eucaryotes  modernes.  La  cel¬ 
lule  ancestrale  avait-elle  deja  enferme  son  materiel 
genetique  au  sein  d'une  enveloppe  membranaire, 
avec  les  consequences  genetiques  fondamentales 
que  l'on  sait,  ou  pas  ?  Avait-elle  un  ou  plusieurs 
noyaux  et  comment  se  divisait-elle  ?  La  mitose  et 
la  meiose  existaient-elles  ?  Possedait-elle  des  fla- 
gelles  (dont  la  structure  est  remarquablement 
homogene  chez  tous  les  Eucaryotes)  ? 


5.1  Phytogenies  moleculaires  et  evolution 


Si  l'on  admet  que  1' apparition  des  cellules  sur  la 
Terre  constitue  un  evenement  unique,  tous  les 
etres  vivants  ont  un  meme  ancetre  et  resultent 
d'une  meme  histoire,  vieille  de  plus  de  3  milliards 
d'annees.  Ils  presentent  done  des  liens  de  parente 
et  un  arbre  genealogique  doit  pouvoir  etre  trace  ; 
on  appelle  arbre  du  vivant  cette  representation  qui 
montre  les  relations  phylogenetiques  existant  entre 
toutes  les  lignees  actuelles.  Les  premieres  tentatives 
de  ce  genre  datent  de  plus  d'un  siecle  (Haeckel, 
1866),  mais  e'est  seulement  depuis  une  trentaine 
d'annees  que  Ton  dispose  d'informations  objectives 
et  fiables,  non  entachees  d'anthropomorphisme, 
de  finalisme  et  de  progres.  Il  est  en  effet  souvent 
difficile  de  distinguer  un  niveau  de  complexity  (ou 
grade)  dans  une  structure  ou  un  organisme,  d'un 
degre  devolution  :  un  etre  d'organisation  simple 
n'est  pas  forcement  primitif. 

Il  a  done  fallu  trouver  un  moyen  objectif  pour 
mesurer  les  distances  evolutives  existant  entre  les 
taxons.  Les  etres  vivants  proches  au  plan  systema- 
tique  possedent  des  proteines  identiques  ou  tres 
voisines  (dites  homologues)  car  ils  partagent  des 
genes  voisins  derivant  d'un  ancetre  commun,  plus 
ou  moins  eloigne  au  cours  de  revolution.  L'etude 
des  sequences  des  molecules  informationnelles  : 
acides  nucleiques  et  proteines,  est  un  moyen  de 
quantifier  le  degre  de  parente  entre  organismes  ; 
elles  constituent  une  source  d'information  inegalee 
pour  les  evolutionnistes.  Le  premier  arbre  univer- 
sel  du  vivant  est  du  a  C.  Woese  (1977) ;  il  se  fonde 
sur  la  comparaison  des  sequences  nucleotidiques 
des  ARN  ribosomiques,  qui  sont  des  molecules 
universelles,  et  heritees,  comme  on  l'a  dit,  d'un 
ancetre  commun  tres  ancien.  Le  principe  de  ce  type 
d'analyse  moleculaire  est  decrit  dans  l'encart  sui- 
vant. 


COMMENTAIRE 

Les  arbres  phylogenetiques  moleculaires 

En  partant  du  principe  que  le  degre  de  dissem¬ 
blance  entre  deux  sequences  de  molecules  infor¬ 
mationnelles  que  l'on  peut  aligner  est 
proportionnel  a  la  distance  evolutive  qui  separe 
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les  lignees  qui  les  portent,  on  peut  etablir  des 
matrices  de  comparaison  et  mesurer  avec  une 
grande  precision  leur  ressemblance,  que  l'on 
interprete  comme  un  lien  de  parente.  Cette 
methode  a  d'abord  ete  appliquee  aux  proteines, 
en  particulier  les  globines  chez  les  Vertebres. 
Elle  a  permis  de  reconstituer  un  arbre  phyloge¬ 
netique  globalement  semblable  a  celui  etabli  par 
les  methodes  classiques  (paleontologie,  anatomie 
et  embryologie  comparees,  etc.),  demontrant  sa 
fiabilite.  Ces  analyses  ont  ensuite  ete  elargies 
aux  Procaryotes  et  aux  Eucaryotes,  grace  a  la 
comparaison  des  cytochromes  c,  molecules 
repandues  chez  de  nombreux  etres  vivants. 

Plus  recemment,  le  developpement  des  tech¬ 
niques  a  autorise  la  comparaison  directe  des 
sequences  d'ADN  de  genes  homologues  et 
donne  acces  aux  «fossiles  moleculaires »  inclus 
dans  les  genomes  actuels  ;  la  masse  d'informa- 
tions  desormais  accessible  est  considerable. 
L'analyse  des  genes  des  ARN  ribosomiques  (en 
particulier  les  ARNr  16-18  S,  contenus  dans  la 
petite  sous-unite),  qui  sont  presents  chez  tous 
les  organismes,  a  permis  de  tracer  le  premier 
arbre  phylogenetique  universel.  Ces  molecules 
sont  d'un  grand  interet,  car  elles  contiennent  des 
regions  evolutivement  tres  conservees,  a  cote  de 
regions  variables,  ce  qui  permet  de  comparer  a 
la  fois  des  especes  tres  eloignees  et  des  especes 
proches.  La  puissance  de  ces  methodes  est 
considerable,  mais  elle  reste  delicate  a  manier 
en  raison  d'un  nombre  eleve  de  biais  de  calcul 
qui  ne  peuvent  etre  detailles  ici. 

5.2  Les  trois  grands  groupes  d'etres  vivants 
actuels 


Avant  la  publication  des  travaux  de  Woese,  le 
monde  vivant  etait  decoupe,  sur  la  base  du  plan 
d'organisation  cellulaire,  en  deux  grands  ensem¬ 
bles  :  les  Procaryotes  et  les  Eucaryotes.  Toutes  les 
analyses  phylogenetiques  moleculaires  montrent 
que  l'ensemble  du  vivant  doit  etre  desormais  par- 
tage  en  trois  groupes  fondamentaux,  situes  a  un 
meme  niveau  phylogenetique,  et  designes  sous  les 
termes  de  super-regnes,  empires  ou  domaines  ;  il 
s'agit  des  Archebacteries  (Archees,  ou  Archea),  des 
Eubacteries  (Bacteries,  ou  Bacteria)  et  des 
Eucaryotes  ( Eucarya )  qui  represented  trois  lignees 
evolutives  tres  anciennes  (voir  figure  16.3).  Deux 
de  ces  empires  sont  done  representes  par  des 


Procaryotes,  dont  la  morphologie  et  le  plan 
d'organisation  (grade)  sont  simples  en  comparai¬ 
son  de  ceux  des  Eucaryotes.  Par  de  nombreux 
caracteres  cependant  (biochimiques,  physiolo- 
giques  et  genetiques),  les  Archebacteries  se  distin- 
guent  des  Eubacteries  ;  ces  differences,  dont 
certaines  ont  deja  ete  decrites  dans  le  chapitre  2, 
sont  resumees  dans  le  tableau  16.1. 

Tres  brievement,  que  nous  apprend  l'analyse  de 
cet  arbre  phylogenetique  en  ce  qui  concerne  l'ori- 
gine  des  Eucaryotes  ?  II  demontre  d'abord  de  fa^on 
claire  que  les  ancetres  des  mitochondries  et  des 
chloroplastes  sont  apparentes  aux  Eubacteries 
Gram-negatives,  respectivement  les  Proteobac- 
teries  et  les  Cyanobacteries  (representees  ici  par 
Agrobacteriwn  et  Anacystis),  dont  nous  avons  deja 
parle.  Par  ailleurs,  on  note  que  : 

-  les  Protistes  appartiennent  a  des  groupes  qui  ont 
evolue  independamment  des  phylums  d'orga- 
nismes  multicellulaires,  representes  sur  la 
figure  16.3  par  les  genres  Homo,  Xenopus  et  Zea  (le 
Mai's).  Leur  diversity  excede  de  tres  loin  celle 
notee  au  sein  de  ces  derniers  ; 

-  les  groupes  de  Protistes  sans  mitochondries  :  les 
Microsporidies,  les  Diplomonadines  et  les  Tricho- 
monadines  (non  figurees)  qui  presentent  certains 
traits  moleculaires  propres  aux  Procaryotes,  et 
dont  on  a  longtemps  pense  qu'ils  n'avaient  jamais 
possede  de  tels  organites  et  etaient  ainsi  tres 
anciens,  les  ont  en  fait  perdus  secondairement.  On 
a  en  effet  decouvert  dans  le  noyau  de  ces  micro- 
organismes  des  sequences  d'ADN  typiquement 
« mitochondriales  »,  temoins  fossiles  de  l'evene- 
ment  d'endosymbiose  primaire  ancestral,  suivi 
d'une  exportation  de  genes  vers  cet  organite. 

II  s'agit  ici  d'un  exemple  d'evolution  simplifica- 
trice,  probablement  liee  au  mode  de  vie  parasitaire 
de  ces  trois  types  de  micro-organismes.  Tous  les 
Eucaryotes  ont  done,  ou  ont  eu,  un  jour,  des  mito¬ 
chondries.  Dans  un  meme  ordre  d'idees,  et  en  guise 
de  conclusion,  il  faut  sans  doute  repeter  que  les 
Bacteries  modernes  resultent  d'une  strategie  evo¬ 
lutive  ayant  privilegie  la  rapidite  de  la  division  et 
done  l'efficacite  du  metabolisme  en  general.  Il  en 
decoule  une  grande  simplicite  dans  tous  leurs  dis- 
positifs  moleculaires  :  operons,  absence  d'introns, 
polymerases,  etc.,  et  leurs  structures  cellulaires.  Des 
phenomenes  semblables  (ou  convergence)  sont 
observes  chez  les  Eucaryotes,  et  le  cas  de  la  levure 
de  biere  (dont  les  genes  n'ont  pas  d'introns,  par 
exemple),  illustre  aussi  parfaitement  cette  notion 
fondamentale  en  evolution. 
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Caractere 

Eubacteries 

Noyau 

absent 

absents  (thylakoides 

Organites 

chez  les  Cyanobacteries) 

Cytosquelette 

absent 

Lipides 

membranaires 

acides  gras  lineaires 

liaisons  ester 
(L  glycero-P) 

absence  de  sterols 

peptidoglycane 

Paroi  cellulaire 

avec  acide  muramique 

Materiel  genetique 

chromosome 

principal 

circulaire  unique 

ARN  polymerase 

une  seule 
(4  sous-unites) 

Epissage 

des  ARN  messagers 

absent 

Taille 

des  ribosomes 

Sensibilite 

aux  antibiotiques  : 

70  S 

•  chloramphenicol 

+ 

•  kanamycine 

+ 

•  rifampicine 

+ 

•  anisomycine 

- 

ARNt  initiateur 

porte  la  formyl-methionine 

Methanogenese 

absente 

Archebacteries 

Eucaryotes 

absent 

present  (double  membrane) 

absents 

presents 
(tres  divers) 

absent 

present 

chaTnes  aliphatiques 
ramifiees 

acides  gras  lineaires 

liaisons  ether 
(D  glycero-P) 

liaisons  ester 
(L  glycero-P) 

/ 

sterols 

divers  types ; 
pas  d'acide  muramique 

cellulose 

et  polysaccharides 
divers ;  proteines 

chromosome 
circulaire  unique 

plusieurs  chromosomes 
lineaires 

une  seule 

(formee  d'une  dizaine 
de  sous-unites) 

trois  (formees 
de  12  a  14  sous-unites) 

absent 

(mais  introns  dans 
les  ARNr  et  les  ARNt) 

present 

(introns  tres  repandus) 

70  S 

80  S 

(ribosomes  hyaloplasmiques) 

+ 

+ 

porte  la  methionine 

porte  la  methionine 

presente 

chez  certaines  especes 

absente 

Tableau  16.1 

Principales  caracteristiques  differenciant  les  trois  grands  groupes  d'etres  vivants  actuels  a  I'echelle  cellulaire 

Le  groupe  des  Archebacteries  a  ete  ainsi  nomme  car  son  decouvreur  (C.  Woese)  etait  persuade  qu'il  s'agissait  du 
groupe  phylogenetiquement  le  plus  ancien  de  tous  et  representant  les  organismes  apparus  les  premiers  sur  la 
Terre  ;  ils  possedent,  en  effet,  souvent  des  modes  de  vie  extremes  correspondant  a  des  conditions  physicochimiques 
censees  exister  sur  la  Terre  primitive.  On  notera  que  ces  micro-organismes  ont  de  nombreuses  proprietes  en  comrnun 
avec  les  deux  autres  groupes. 
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Resume 


L'histoire  de  la  vie  commence  tres  rapidement  sur 
la  Terre  primitive,  sous  la  forme  de  cellules  proca- 
ryotiques,  environ  500  millions  d'annees  apres  que 
les  conditions  physicochimiques  soient  devenues 
propices  a  son  emergence  (vers  -  3,6  milliards 
d'annees). 

Pendant  la  periode  prebiotique,  se  sont  accumu- 
lees  a  la  surface  de  la  Terre  des  molecules  orga- 
niques  simples  issues,  soit  de  mecanismes 
chimiques  spontanes  utilisant  les  gaz  de  l'atmo- 
sphere  primitive  et  les  sources  d'energie  dispo- 
nibles,  soit  de  l'espace  interstellaire,  sous  la  forme 
de  meteorites  riches  en  matiere  carbonee. 

Diverses  experiences  montrent  que  ces  molecules 
peuvent  etre  polymerisees  dans  des  conditions 
abiotiques  et  former  des  macromolecules  voisines 
de  celles  trouvees  dans  les  cellules  modernes.  On 
ignore  si  les  premiers  systemes  autoreplicatifs 
etaient  constitues  seulement  de  proteines  ou 
d'ARN  ;  des  donnees  recentes  suggerent  que  ces 
derniers  ont  pu  avoir  une  activite  catalytique,  et 
auraient  precede  les  proteines  dans  l'histoire  de  la 
vie.  Le  passage  du  stade  protocellulaire  au  stade 
cellulaire  ancestral  a  necessity  la  mise  au  point  de 
nombreux  dispositifs  et  mecanismes  dont  Torigine 
reste  inconnue : 

1)  une  membrane  «plasmique»  primitive  ; 

2)  le  metabolisme,  afin  de  fournir  a  ces  systemes 
autoreplicatifs  les  precurseurs  et  l'energie  indis- 
pensables  a  leur  croissance  ; 


3)  un  moyen  de  codage  d'une  information  gene- 
tique  et  la  machinerie  de  decryptage  associee. 

De  meme,  Torigine  des  genomes  d'ADN,  issus  du 
monde  de  TARN,  reste  une  question  fondamentale. 

La  cellule  procaryotique,  heterotrophe  et  anaero- 
bie,  qui  est  a  Torigine  des  Eucaryotes  (vers 
-  1,4  milliard  d'annees),  n'avait  sans  doute  rien  a 
voir  avec  les  Procaryotes  actuels.  L'evenement  cle 
de  cette  evolution  est  la  capture  de  Bacteries 
capables  d'utiliser  TO,  accumule  dans  l'atmo- 
sphere,  sous  Taction  de  la  photosynthese  des 
Cyanobacteries  (theorie  de  Torigine  endosymbio- 
tique  des  mitochondries). 

Plus  tard,  un  second  evenement  fondamental  du 
meme  type  a  ete  realise  qui  est  a  Torigine  de  tous 
les  Eucaryotes  photosynthetiques  actuels. 

Des  evenements  d'endosymbiose  secondaire, 
impliquant  deux  cellules  eucaryotiques,  dont  Tune 
pourvue  de  chloroplastes,  permettent  d'expliquer 
l'apparition  de  plusieurs  groupes  d'Algues. 

L'arbre  universel  du  vivant,  construit  a  partir  de 
donnees  moleculaires  convergentes,  demontre 
l'existence  de  trois  groupes  fondamentaux  d'etres 
vivants,  les  Archebacteries,  les  Eubacteries  et  les 
Eucaryotes  ;  il  illustre  clairement  les  relations  phy- 
logenetiques  existant  entre  les  Procaryotes  et  les 
Eucaryotes  actuels. 
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Q  RO  C 


Les  reponses  sont  disponibles  sur  Internet  d  Vadresse  www.dunod.com. 

1.  Donner  les  dates  de  : 

a)  la  formation  de  la  Terre  ; 

b)  l'apparition  des  premieres  cellules  ; 

c)  l'apparition  des  cellules  eucaryotiques  ; 

d)  l'apparition  des  Animaux. 

2.  Qu'appelle-t-on  «stromatolithes»,  et  ou  les  rencontre-t-on  a  l'heure  actuelle  sur  la  Terre  ? 

3.  Decrire  l'experience  de  S.  Miller  sur  l'origine  abiotique  des  molecules  organiques  et  analyser  de 
fa  con  critique  ses  resultats. 

4.  Qu'apportent  la  radioastronomie  et  l'analyse  de  la  composition  des  meteorites  carbonees  par  rap¬ 
port  aux  questions  de  l'origine  de  la  vie  ? 

5.  Decrire  quelques  experiences  de  polymerisation  abiotique  des  acides  amines  et  des  nucleotides. 
Preciser  les  limites  de  la  demarche  dite  constructiviste. 

6.  Qu'appelle-t-on  coacervats  et  microspheres  ?  en  quoi  ces  structures  ne  repondent-elles  pas  a  la  defi¬ 
nition  complete  des  systemes  autoreplicatifs  ? 

7.  Qu'appelle-t-on  monde  de  TARN  ?  quels  arguments  permettent  de  penser  que  ces  molecules  ont 
precede  les  proteines  au  cours  de  l'histoire  de  la  vie  ? 

8.  Comment  definit-on  l'exobiologie,  et  quels  peuvent  etre  ses  apports  pour  la  connaissance  de  l'ori- 
gine  de  la  vie  sur  Terre  ? 

9.  Quelles  acquisitions  fondamentales  ont  ete  necessaires  pour  passer  de  la  protocellule  a  la  cellule 
ancestrale  ? 

10.  Decrire  la  succession  probable  des  metabolismes  qui  se  sont  succedes  a  la  surface  de  la  Terre  au 
cours  de  l'histoire  de  la  vie. 

11.  Quel  evenement  chimique  a  entraine  de  veritables  bouleversements  a  la  surface  de  la  planete  et 
quelles  en  ont  ete  les  consequences  ? 

12.  En  quoi  l'ancetre  des  cellules  eucaryotiques  etait-il  different  des  cellules  procaryotiques  modemes  ? 

13.  Decrire  le  principe  des  deux  theories  classiques  qui  expliquent  l'origine  des  organites  dans  les  cel¬ 
lules  eucaryotiques. 

14.  Donner  les  preuves  permettant  d'affirmer  que  les  mitochondries  derivent  de  Bacteries  aerobies, 
apres  leur  capture  par  une  cellule-hote  ancestrale. 

15.  Sous  quelle  pression  de  selection  pense-t-on  que  la  symbiose,  ayant  conduit  aux  mitochondries,  a  ete 
stabilisee  ? 

16.  Quelles  ont  ete  les  consequences  genetiques  pour  les  symbiontes  qui  sont  a  l'origine  des  mitochon¬ 
dries  et  des  plastes  ? 

17.  Quelles  differences  y  a-t-il  entre  les  symbioses  primaires  et  les  symbioses  secondaires  ? 

18.  Quelles  macromolecules  communes  a  tous  les  etres  vivants  ont  permis  de  construire  les  premiers 
arbres  phylogenetiques  dits  universels  ? 

19.  Nommer  les  trois  groupes  representant  les  etres  vivants  actuels  et  decrire  l'arbre  universel  du 
vivant. 

20.  Enumerer  les  caracteristiques  cytologiques  et  physiologiques  supposees  de  la  cellule  hypothetique 
representant  l'ancetre  des  cellules  eucaryotiques. 
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acaryote  (etat)  452 
Acetabularia  210 
acetyl-CoA  299,  317,  323 
acide 

-  3-phosphoglycerique  313 

-  citrique  299 

-  hyaluronique  432,  438,  441 

-  malique  196, 198 
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422,  425,  439 

actinine  337,  350,  354,  439 
actinomycine  D  213,  219 
acyl-CoA  synthetase  317 
adaptine  160, 162 
adenovirus  454 
adenylate  cyclase  184,  408 
adherence  cellulaire  115, 135, 
271,  424,  429,  431,  442 
adipocyte  179,  339,  419 
ADN  82,  203,  296,  362,  365,  397 
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-  endommage  376 

-  helicase  369 

-  informatif  104,  229 

-  ligase  369 

-  mitochondrial  105,  297 

-  polymerase  367-369,  375,  377, 

402,  458,  465 

-  repetitif  104 

-  topoisomerase  369 

-  viral  462,  463 
adrenaline  184,  407,  408 
adressage 

-  des  proteines  69, 193,  246,  275, 

278,  282,  283,  449 


aequorine  68 
aerobiose  15, 172 
agents  genotoxiques  376 
agregation  cellulaire  417,  429 


albumine  419 
allosterie  149 

amibes  41, 212,  354,  440,  484 
amidon  177, 180, 199,  296,  314 
aminoacyl-ARNt  synthetase  95 
amorce  (ADN  ou  ARN)  367 
AMP  cyclique  184,  408, 428 
amphiphilie  9, 112, 115-116 
amplification 

-  de  l'information  84,  87 

-  des  genes  237 
amyloplastes  180,  293,  419 
amylose  synthetase  183 
anabolisme  4, 170, 176, 181,  319 
anaerobiose  15, 172,  321, 482 
anaphase  382-384 
aneuploidie  391 

anneau  contractile  330,  350,  385 
anomalies  chromosomiques  391 
antenne  collectrice  308 
anthocyanes  76, 146, 195, 197 
anti-oncogene  411 
antibiotique  43,  98, 449-451 
anticorps  54, 124, 141, 164,  214, 
237,  250,  331,  385,  426-431, 
443 

-  monoclonaux  340,  430 

-  polyclonaux  54,  340 
antiport  147, 156,  320 
apoptose  191, 404, 410 
appareil  de  Golgi  34, 166, 187, 

250,  258,  263,  271,  273,  347, 
354, 457,  468,  484 
appareil  mitotique  382,  383 
aquaporines  147, 148, 198 
arbre  universel  du  vivant  487 
arbres  de  Noel  216,  224,  230 

-  genealogiques  392 

-  phylogenetiques  486 
Archebacteries  ( Archea )  43, 102, 

154, 488 

architecture  cellulaire  328,  340 
ARN  203,  208,  212, 454 

-  catalytiques  480 

-  cellulaire  420 

-  cytoplasmiques  219,  222 

-  de  transfert  (ARNt)  80,  84,  85, 

219,  222 


-  messagers  (ARNm)  80,  85-88, 

219,  222,  225,  240,  253,  256, 
281, 420,  449, 459 

-  negatif,  positif  101 

-  nucleaires  219-222 

-  nucleaires  heterogenes  220 

-  nucleolaires  221 

-  nucleoplasmiques  221 

-  polymerases  82,  89,  91, 221, 

224-226,  238,  449,  465 

-  precurseurs  222,  228,  231 

-  primase  369 

-  replicase  459,  468 

-  ribosomiques  (ARNr)  80,  83, 

219,  222,  486, 487 

-  transcriptase  459 

-  viral  452 
artefacts  59, 119, 120 
articles  38 

aster  383 

asymetrie  membranaire  110, 
126, 127, 139, 140,  267,  303 
atmosphere  primitive  476 
ATP  4,  78,  82,  95, 123, 128, 134, 
148, 151-156, 172, 175, 181, 
184, 199,  227,  253,  267,  278, 
280,  285,  291,  295,  298,  303, 
305,  310-321,  337,  349,  351, 
368,  403,  482 
ATP  synthetase  123, 154, 
294-296,  303,  304,  312,  484 
autoassemblage  7, 9, 116, 334, 
337,  354,  440, 454,  466 
autophagie  187, 190, 191 
autophagosome  190 
autophosphorylation  407-409 
autoradiographie  56,  65, 123, 
212,  216,  247,  251,  266,  370, 
373,  398 

autotrophie  13, 171,  306,  435, 
482,  485 

axoneme  343,  352 
axone  135,  330,  346,  348 

B 

P  galactosidase  90 
P  oxydation  317,  323 


Index  493 


bacteries  41,  74 

-  Gram  negatives  et  positives 

42,  437,  485 

-  methanogenes  15, 43 

-  nitrifiantes  et  denitrifiantes  15 

-  pourpres  et  vertes  42 

-  sulfureuses  15, 482 

-  thermophiles  43 
bacteriophages  101,  452,  453, 

457,  461,  463 

bacteriorhodopsine  125, 154 
bande  preprophasique  387 
bandes 

-  chromosomiques  215,  389 

-  G,  Q  et  R  390 
barriere  de  diffusion  131 
barriere  physique  132, 143 
bicouches  9, 117, 125, 127, 144, 

145, 147, 150, 153, 157 
biogenese  des  membranes  116 

-  des  organites  280 
biomolecules  3,  6,  478,  481 

-  primordiales  476 
bipartition  284,  362 
bis-phosphoglycerate  (1-3)  172 
boites  (CAAT,  de  Pribnow, 

TATA)  89,  226,  239 
bordure  en  brosse  344 
bourgeonnement  158,  165,  275, 
286,  455,  460,  464,  468 
bras  chromosomique  378 
brassage 

-  chromosomique  363 

-  des  exons  230 

brins  precoce,  tardif  368 

-  d'Okasaki  376 


c 

cadherines  425,  430,  443 
cadre  de  lecture  96,  464 
calcium  408 

canaux  ioniques  147, 150, 151, 
198,  406,  408 
cancerigenes  262 
cancers  376,  409,  410,  411,  422 
capside  453,  454, 455 
capsule  438 
cardiolipide  112,  297 
carnitine  318 
carotenoides  307 
caryotype  379,  389,  391,  392 
cascade  de  transduction  406 
catabolisme  4, 170, 175,  318 
catalase  322 

ceinture  d'adherence  344,  350, 
425,  431 


cellules  ancestrales  484 

-  animates  et  vegetales  35-36 

-  caliciformes  a  mucus  268,  269 

-  differenciees  245,  246,  345 

-  embryonnaires  346,  383,  400, 

442 

-  eucaryotiques  487 

-  excitables  150 

-  secretrices  286,  348,  422 
cellules-souches  209,  245,  345, 

365,  386,  389,  404,  422,  442 
cellulose  435, 436, 438,  440,  441 
centre  cellulaire  342 

-  de  tri  des  proteines  266,  274 

-  fibrillaire  205,  232 

-  organisateur  de  microtubules 

335,  340,  383,  386,  389 

-  reactionnel  308 
centrifugation  48,  51,  56,  58, 185, 

322,  366,  452 

-  en  gradient  de  CsCl  81 
centrioles  341,  342,  384,  386 
centromere  378,  380,  382 
centrosome  329,  332-335,  342, 

347,  354,  383-386 
ceramide  113,  261 
chaine 

-  de  biosynthese  4,  77 

-  photosynthetique  306 

-  respiratoire  300,  301 
champignons  37 
chasse  (chase)  64,  366 
chimiosyntheses  14, 17,  42,  306 
chimiotactisme  357 
chimiotrophie  14 

chitine  440,  441 
chloramphenicol  98,  99,  451 
Chlorobiontes  486 
chlorophylle  309 
chloroplastes  37, 134, 157,  260, 
261,  283,  291,  295,  306,  311, 
319,  324,  484 

cholesterol  114, 131, 161,  249, 

261 

chondroblastes  423, 432 
chondrocytes  192,  364,  441 
chromatides  215,  217,  218,  363, 
378,  382,  384 

chromatine  102,  204-211,  238, 
373,  378,  381,  382 
chromatographie  49,  50,  247,  341 
chromatophores  347 
chromomeres  215,  217,  218 
chromoplastes  292 
chromosomes  203,  208,  217,  233, 
237,  347,  363,  378,  390,  458 

-  bacteriens  370,  372 

-  eucaryotiques  229,  373-375 

-  geants  208,  212,  214,  392 


Cilies  39-41, 164, 293,  341,  484 
cils  334,  343,  351 
cinetosomes  342 
clathrine  10, 159-162,  275 
clivage  de  proteines  256,  272 
clonage  234,  469 

-  des  genes  341,  403 

code  genetique  81,  96,  481,  482 
codon  81,  85-87,  96-98,  228, 482 
coefficient  de  diffusion  142 

-  de  permeabilite  143, 145 
coenzyme  A  317 

-  Q  301,  302,  321 
coenzymes  173,  298-300,  480 
coiffe  226,  227 
colchicine  335,  346,  390 
colinearite  gene-proteine  78,  79 
collagene  226,  433,  438-441 
coloration  30,  31,  32,  291,  300 

-  negative  28,  32,  59,  295, 296, 

329,  358,  454 

-  vitale  28,  291,  300 
communication  419,  427,  444 

-  intercellulaire  396, 417, 443 
compartiment  endosomal  153, 

159, 162,  467 

compartimentation  4,  34,  41, 

110, 132, 139,  203,  213,  245, 
268,  481 

complementation  fonctionnelle 
69, 403 
complexes 

-  anticorps /antigene  55 

-  de  preinitiation  221,  238 

-  d'epissage  10,  227 

-  de  transcription  216, 218,  230 

-  des  pores  nucleaires  204,  247, 

279 

composant 

-  fibrillaire  dense  205 

-  granulaire  206 
connexon  427 

contraction  des  sarcomeres  350 
controle  de  l'expression  des 
genes  233,  236,  238 
conversion  de  l'energie  291 
cooperation  metabolique  315 
corps  intermediaire  385 
corps  residuels  188 
corpuscules  basaux  342 
cotransport  147 
coupe  26,  30,  32,  65,  329 
couplage  energetique  181 
couples  Red. /Ox.  301 
croissance  245,  396,  444, 479, 481 

-  cellulaire  176,  411, 438 
crossing-over  364 
cryodecapage  119, 147,  351,  426 
cryofracture  28,  32, 119, 120 


494  Biologie  cellulaire 


Dunod  -  La  photocopie  non  autorisee  est  un  delit. 


culot  (sediment)  57 
culture  de  cellules  61,  62,  405, 
409,  452 
cultures 

-  non  synchrones  399 

-  synchrones  372,  397 
Cyanobacteries  42, 102,  358, 475, 

482-488 

cycle  amphibolique  319 

-  cellulaire  69,  283,  374,  396-401, 

404,  409,  450,  468 

-  centrosomique  384,  397 

-  de  Calvin-Benson  174,  307,  312 

-  de  Hatch  et  Slack  316 

-  de  Krebs  172,  298,  317,  324 

-  de  l'uree  319, 419 

-  glyoxylique  324 

-  lysogene  et  lytique  463 

-  viral  458,  459,  461 
cyclines  285,  402, 403 

-  G1  et  mitotiques  403,  411 
cycloheximide  99 
cyclose  351 

cytochalasine  164,  348,  354 
cytochimie  31,  53,  66,  266 
cytochrome  oxydase  302 
cytochromes  261,  300,  302 
cytodierese  378,  385,  388 
cytoenzymologie  66,  185,  195, 
266,  300 

cytokines  405,  444 
cytometrie  en  flux  continu  70, 
398 

cytosol  35 

cytosquelette  35,  40, 130, 157, 
164,  267,  274,  328,  340,  383, 
387,  425,  439,  442,  444, 487 

D 

decapsidation  460 
dedifferenciation  199,  365,  423 
demarche  constructiviste  474, 
478 

densite  de  flottaison  53,  365 
deplacements  des  cellules  439 
desmine  339,  350 
desmosomes  333,  345,  425 
detergents  122,  253,  301 
determination  234,  239, 422 

-  cellulaire  421 

detoxification  134, 154,  262,  323 
developpement  embryonnaire 
241,  350,  409,  410,  416,  421, 
428,  431,  439 

dictyosomes  158,  263,  265 
differentiation  35,  237,  294,  364, 
397,  404,  416-420,  423,  441 

-  cellulaire  37, 209,  236,  238,  419 


-  terminale  234,  422 
diffusion  141, 148,  351 

-  laterale  129, 130,  259 

-  simple  et  facilitee  149 

-  transversale  127, 128 
digestion 

-  extracellulaire  192 

-  intracellulaire  187 
dimerisation  des  recepteurs  407 
diphosphatidyl-glycerol  297 
diplosome  342 

disques  Z  346 
dissociation  de  tissus  429 
division  5,  35,  284,  347,  363,  377, 
386,  388,  389,  396,  404,  405, 
442, 444 

dogme  fondamental  78,  80 
dolichol  256 

domaines  hydrophobes  124, 166 
dyneine  343,  347,  349, 352,  383 

E 

echanges  d'eau  146, 147 
echangeurs  ioniques  156, 198 
ectoplasme  355 

edifices  supramoleculaires  3,  8, 
9,  59,  246,  459 
elastine  434, 441 
electrophorese  49-51, 110,  220, 
247,  419,  452 

elements  amplificateurs  226,  238 
embryogenese  somatique  423 
encapsidation  463 
endocytose  35, 133, 158-163,  183, 
188,  267,  286,  353,  465,  470, 
484 

endolysine  463 
endoplasme  355 
endoreplication  215,  386 
endosomes  35, 162, 164, 188,  467 
endosymbiose  486 
endosymbiose  mitochondriale 
et  chloroplastique  35, 485 
energie  4, 13-15,  35,  134, 148-155, 
172, 177-181, 246,  280,  298, 
303,  306,  322,  452,  476,  480 
enterocytes  140, 155, 164,  274, 
426 

enucleation  210,  213 
enveloppe  nucleaire  204,  219, 
381,  382,  389 
enzymes  4 

-  de  menage  234 

-  de  reparation  de  l'ADN  411 

-  digestives  250 
epissage  227 

-  alternatif  229,  240 
epithelium  36, 155,  295,  428,  442 


ergastoplasme  248 
erythromycine  98,  451 
erythropoietine  405 
espaceur  non  transcrit  230 
etiquetage  moleculaire  277 
Eubacteries  ( Bacteria )  41,  42,  488 
Eucaryotes  ( Eucarya )  12,  23,  33, 
488 

euchromatine  205 
evolution  1,  3,  5,  8, 102,  376,  392, 
416,  474,  477, 479,  481,  487 
excision-epissage  227 
exobiologie  481 

exocytose  35, 158, 164, 199,  250, 
258,  266,  273,  275,  286,  348, 
353,  452,  457, 464,  468 
exon  88,  89,  225,  230 
expression 

-  des  genes  74,  78,  90,  203,  235, 

236,  239,  362,  378,  421,  444, 
466,  468 

-  differentielle  du  genome  234, 
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facteur  d'entree  dans  la  phase  S 
401 

-  d'entree  en  mitose  402 

-  de  croissance  61,  397, 404-406, 

409,  411,444 

-  de  transcription  89,  221,  236, 

238,  402, 405, 409,  411 
facteurs  mitogenes  409 
FAD/FADH2  261,  299,  300,  303, 
321, 323, 480 

families  multigeniques  104 
fermentations  172,  298,  481, 485 
ferredoxine  281,  309 
ferritine  55, 162, 180 
fibre  de  retraction  354 

-  nucleosomique  208 
fibres 

-  musculaires  330,  349 

-  rayonnantes  343 

-  toniques  333 

fibroblastes  162,  240,  267,  292, 
329,  339,  346,  352,  419,  432, 
439 

fibronectine  240,  434,  439-443 
filament  axial  357 
filaments  intermediaires  10, 130, 
328,  330,  333,  338,  339 
films  noirs  144 
filopodes  352 
fimbrine  337,  345 
fixation  cytologique  30,  32 
flagelles  334,  343,  351, 418,  484 

-  bacteriens  10,  355,  356 
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Flagelles  41 
flavoproteines  322-323 
flip-flop  127,  260 
fluidite  membranaire  110, 126, 
129, 132, 140, 141, 161, 426 
fluorescence  28,  56,  67,  69, 129, 
141,  308 

fluorochrome  55,  70,  331, 429 
flux  membranaire  133,  262,  286, 
291,  354 

force  proton-motrice  304 
fossiles  moleculaires  474,  488 
fourche  de  replication  368,  369 
foyer  de  nucleation  332 
fractionnement 

-  cellulaire  47,  56, 110, 185,  247, 

251,  266,  296,  322,  430 

-  chimique  48 

fragments  d'Okasaki  368,  376 
frottis  28 

fuseau  de  division  347,  382,  384 
fusions  cellulaires  401 
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galactocerebroside  114,  419 
gangliosides  114,  419 
gelsoline  338,  354 
generation  spontanee  23 
genes  73,  76,  82,  86,  91, 100,  203 

-  de  structure  91 

-  eucaryotiques  88,  225,  468 

-  morceles  88 

-  plasmidiques  451 

-  procaryotiques  87, 102 

-  regulateurs  91 

-  repetes,  redondants  104,  230 

-  ribosomiques  230,  485 

-  uniques  104 

genie  genetique  240,  247,  449, 
469,  485 

genome  mitochondrial  70,  284, 
294,  302 

genomes  246,  482 

-  ancestraux  480 

-  des  Procaryotes  84, 101 

-  eucaryotiques  75, 102, 103, 105 

-  extranucleaires  102 

-  plasmidiques  102 

-  segmentes  455, 464 

-  viraux  100,  458,  460,  462,  467 
GFP  68,  247 

globine  220,  225 
glucagon  184,  271,  272 
glucides  172 

gluconeogenese  175,  313,  319 
glucose  172, 175,  298,  305 
glyceraldehyde  3-phosphate  313 
glycerol  112, 175 


glycocalyx  139, 140, 165 
glycogene  177, 182, 184,  408,  419 
glycolipides  112, 114, 140, 194, 
262,  271,  297,  317,  320 
glycolyse  172,  298,  299 
glycophorine  125,  270 
glycoproteines  116, 140,  250, 

267,  270-272,  425,  430, 431, 

435. 438,  464,  468,  470 
glycosaminoglycanes  193,  270, 

432. 438,  441 
glycosidases  256 
glycosylation  256,  267-271,  277 
glyoxysomes  324 
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-  de  densite  52,  63,  322,  365 

-  de  protons  134, 154, 156,  298, 

303,  304,  310,  357,  484 

-  electrochimique  148, 150,  304, 

320 
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granules  de  pigment  348 
granules  de  secretion  251,  267 
greffe  nucleaire  210 
GTP  97, 175,  299,  335, 408 
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Halobacteries  43, 130 
helice  amphiphile  125 
hemagglutinine  455,  464 
hematies  111,  124, 129, 140, 151, 
155, 189,  210,  344,  419,  422 
hemicelluloses  435,  436 
hemidesmosomes  345,  425,  439 
hemoglobine  9,  210,  228,  419 
hemolyse  111,  146, 152 
hepatocytes  36, 178,  191,  240, 
249,  262,  264,  267,  292,  323, 
386,  419 

heterocaryons  62, 141, 142 
heterochromatine  205, 209,  375 
heterodimeres  a(3  334,  340 
heterophagie  187, 190 
heterotrophie  13, 171,  435,  482 
histamine  165,  444 
histolyse  191, 215 
histones  206,  238,  380,  404 
homeostasie  5, 404, 423 
homogeneisation  56, 185 
hormones  135, 161,  268,  404, 

407, 441,  444 

-  polypeptidiques  250,  267 

-  steroides  235 

hyaloplasme  35, 132, 172, 176, 
195,  246, 278,  285, 320,  328,  340 
hybridation  in  situ  55,  56,  392 
hybridomes  341 


hydrolases  lysosomales  186, 189, 
192, 196,  275 

hypercholesterolemie  163 
hyphes  38 
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immunocytochimie  53,  54,  55, 
247,  341,  350,  351 
immunofluorescence  55,  263, 
331, 342,  346 

immunoglobulines  54, 161 
impregnation  31,  265 
inclusion  (cytologie)  30,  32 
inducteur,  induction  90,  91 
induction  embryonnaire  421 
infection  virale  461,  467 
infections  opportunistes  466 
information  genetique  73,  80,  85, 
203,  213,  280,  291,  362,  416, 
421, 450,  458, 459,  465,  479 
inhibiteur  competitif  149 
inhibition  de  contact  405 
insertion  cotraductionnelle  100, 
133, 199,  253-255 
instability  dynamique  335 
insuline  184,  271, 272, 407 
integrase  463, 465 
integration  du  metabolisme  174, 
317 

integrines  434,  438-440 

interdigitation  membranaire  427 

interferon  405 

interleukines  405 

interphase  209,  377,  397 

intron  88, 104,  225-230,  480,  488 

inuline  196 

ionophores  157 

isoformes  241 

isotopes  63,  65,  365 
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jonctions 

-  communicantes  247,  421, 427 

-  d'ancrage  421, 425 

-  etanches  155, 425 

-  exon-intron  227,  228 

-  intercellulaires  36, 131, 135, 

274,  330,  345, 417,  424 
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keratine  331,  339,  345,  419,  422 
kinase  184,  408 
kinesine  347,  349,  384 
kinetochore  380,  382,  384 
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lactico-deshydrogenase  420 
lame  basale  432,  434, 442,  443 
lamelle  moyenne  388,  435 
lamellipodes  333,  352 
lamina  (lamines)  204,  339,  346, 
381,  404 

laminine  434,  439,  442,  443 
LDL  161, 162, 163 
lecithine  112 
lectines  54,  390 
leucoplastes  181,  292,  320 
levure  de  biere  278,  322,  364, 
380,  396,  402,  449 
lignees  cellulaires  62 
lignine  436,  438,  441 
lipides  174, 179, 183,  249 

-  de  reserve  178 

-  membranaires  259,  262,  266 
liposomes  117, 144,  479,  481 
lymphocytes  140, 188,  237,  340, 

404,  443,  457,  465,  466 
lymphokines  466 
lyse  cellulaire  460,  463 
lysogenie  463 

lysosomes  35, 153, 162, 184-188, 
193,  259,  266,  269,  275, 484 
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macromolecules  3,  4,  5,  6, 170 

-  informatives  7,  479 
macrophages  188, 189, 443,  466 
maladies  de  surcharge  193 

-  genetiques  76, 163 
mannose  6-phosphate  276 
manteau  cellulaire  140,  257,  267 
MAP  kinase  407, 409 
marquage  radioactif  in  vivo  63 
marqueurs  29, 185 

-  enzymatiques  59,  297,  322 
materiel  genetique  35,  73,  203, 

212,  217,  234,  363,  376,  386, 
396,  400,  448,  451-462,  468, 
483 

matrice  extracellulaire  10,  36, 
115, 130, 133, 135, 140, 165, 
248,  250,  270,  345,  354,  405, 
416,  419,  432,  438-443 

-  mitochondriale  281,  282,  293, 

312,  317,  318 

maturation  85,  86,  222,  228 

-  des  ARN  226,  231,  240 

-  des  proteines  259,  263,  266 
mecanismes  de  reparation  377 

-  genetiques  fondamentaux  481 
meiose  217,  235,  363,  391,  402 
membranes  110,  247, 438,  481 


-  biogeniques  128,  260 

-  biologiques  9,  457,  478 

-  plasmiques  116, 139, 142, 170, 

246,  259,  267,  354,  357,  372, 
425, 430,  460,  470 

-  pourpres  130, 154 
meristemes  365,  389 
merotomie  209 
messager  intracellulaire  428 
messager  secondaire  184,  408 
metabolisme  1,  4, 13,  42, 172, 

174,  294,  318,  322,  452,  481 

-  CAM  317 

metabolites  171, 196,  320,  451 
metaphase  378,  382,  384 
micelles  117 

microfilaments  10, 130,  328,  330, 
333,  336,  337,  425 
microscope  23-26,  29 

-  a  balayage  33, 380 

-  a  effet  tunnel  59,  61 

-  confocal  332 

-  electronique  18,  20,  26, 119 

-  photonique  18,  25,  28,  331 
microsomes  59, 126,  252,  266 
microtome  30 

microtubules  10,  328,  332-335, 
346,  353,  383-388,  440 
microvillosites  118, 140,  273, 
330,  344,  345,  426 
migration  cellulaire  431,  434, 

442 

milieux  de  broyage  57 
minimyosine  338,  345,  351,  354 
mitochondries  34, 134, 157, 173, 
177, 183,  280,  283,  291,  298, 
317-320,  347,  350,  484 
mitose  234,  340,  347,  363,  378, 
381,  386-389,  399,  421 
molecules  informationnelles 
481, 487 

-  prebiotiques  476 
monde  de  l'ARN  480 
monocouches  111,  117 
mort  cellulaire  programmee 

191, 409,  410 

mosaique  fluide  120, 121, 141 
moteur  rotatif  356,  357 
moteurs  moleculaires  348,  349, 
351,  352,  384 

motilite  cellulaire  159,  328,  351 
mouvements  352 

-  cellulaires  30,  340,  419 

-  intracellulaires  347 
mucoproteines  140,  268,  271 
multiplication  vegetative  365 
mutants  auxotrophes  69 

-  conditionnels  69,  398, 402 

-  de  regulation  91 


mutations  377 
Mycoplasmes  43, 102 
myelome  341,  422 
myoblastes  346,  365 
myofibrilles  349 
myosine  338,  350,  385,  422 
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NADVNADH  173,  261,  299- 
303,  321, 480 

NADH  deshydrogenase  302 
NADP+/NADPH  173, 199,  262, 
306,  309,  316,  321 
navette  mitochondriale  321 
neoglucogenese  324, 419 
neurofilaments  330,  339,  345 
neurotransmetteurs  407,  444 
neurotubules  344 
neutrophiles  186, 188 
nexine  343,  352 

noyau  34,  203,  209,  278,  399,  483 
nucleocapside  453-457, 460,  464 
nucleofilament  207, 208 
nucleoides  101,  105,  294 
nucleole  204-209,  230,  232,  23 7, 
381, 382 

nucleomorphe  486 
nucleoplasme  204 
nucleoplasmine  279 
nucleosomes  207,  224,  238,  373 
nucleotides  173,  365,  372,  374 
nutriments  170, 172, 428,  441 

o 

ceil  de  replication  368,  369,  374 
oleoplastes  181, 293, 320 
ombrage  metallique  32,  59, 119, 
207,  373,  435, 450 
oncogenes  411, 461, 465,  468 
oncogenese  410 
operateur  89 
operon  87-89,  91-93, 100 
or  colloidal  55, 162 
organisateur  nucleolaire  211, 
230,  231,  379,  381 
organites  3,  25,  34,  41,  57,  59, 
170,  245-247,  280,  328,  347, 
386,  416,  419, 482,  483 
-  semi-autonomes  211,  213,  246, 
278,  483 

organogenese  in  vitro  423 
origine  de  la  vie  474 
origine  de  replication  368,  374, 
400,  450 

oscillateur  biologique  403 
osmose  143, 146 
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osmotrophie  14, 171 
osteoblastes  192,  423,  432,  441 
ovalbumine  220,  225,  420 
ovomoruline  425,  431 
oxydoreduction  154, 172, 174, 
299,  301,  305,  308,  311,  321 
oxygene  298,  305,  323 
ozone  485 

P 

pancreas  exocrine  165,  250 
paroi  388,  424,  436,  440 

-  bacterienne  432,  437 

-  cellulosopectique  37, 181,  428, 

432,  434,  440,  460 

-  primaire  435 

-  secondaire  435,  436,  440 
particule  de  reconnaissance 

du  signal  (PRS)  254 

-  virale  10, 166,  452, 459, 461, 

463 

particules  F0-F1  304 

-  d'epissage  449 

-  RNP  nucleaires  225 
pectines  435,  436 
penicilline  450,  451 
peptidase  du  signal  256 
peptide-signal  199 
peptidoglycane  42,  437,  450, 461 
peptidyl-transferase  97 
periode  prebiotique  475 
periplasme  42,  246 
permeabilite  membranaire  110, 

139, 141, 143, 145 
permeases  149, 150 
peroxydases  322,  323 
peroxysomes  35,  278,  291, 
322-324, 485 

phagocytose  159, 164,  188,  484 
phagosome  188, 159, 164 
phagotrophe  14, 171,  487 
phalloidine  348,  354,  385 
phase  d'eclipse  462 

-  GO,  Gl,  G2  399,  400 

-  lumineuse  306 

-  obscure  307 

-  ouverte  de  lecture  85 
phases 

-  du  cycle  cellulaire  397,  400 

-  haploide  et  diploide  35 
phosphatases  185,  265,  277 
phosphoarginine  (-creatine)  182 
phosphoenolpyruvate  172, 177, 

315 

phospholipases  141,  408 
phospholipides  112, 127, 140, 
161,  261,  317,  320,  452 
phosphorylase  kinase  184,  408 


phosphorylation  184 

-  au  niveau  du  substrat  172 

-  de  proteines  404-407 

-  oxydative  172,  298,  304 
photolyse  de  l'eau  306, 310 
photophosphorylation  311,  312 
photorespiration  323 
photosynthese  14, 134, 154, 182, 

198,  306,  314,  319,  419,  482 

-  non  oxygenique  307,  482 
photosystemes  308,  309,  311, 482 
phototrophie  14 
phragmoplaste  348,  388,  389 
phycobilines  307 
phycobilisomes  309 
phytogenies  moleculaires  485 
pigments  photosynthetiques 

297,  307 
pili  10,  449 
pinocytose  159 
plantes  en  C3,  en  C4  198,  314 
plaque  cellulaire  388 

-  d'adherence  354,  439 

-  metaphasique  382 
plasme  germinal  386 
plasmides  102, 403, 420,  448,  469 
plasmodes  38 

plasmodesmes  247,  388,  418, 

425, 427,  428 
plasmolyse  146 
plastes  34,  280,  292,  295, 485 
plastocyanine  282,  310 
plastoquinone  310 
plateau  strie  344 
pluricellulaires  396,  404,  416, 
417, 440,  475 

points  de  contact  focaux  333, 
338,  353,  439,  440 
polarite  cellulaire  245 
pole  hydrophile(phobe)  116 
polyadenylation  226,  227 
polymeres  6 

-  biologiques  primordiaux  478 
polymerisation  in  vitro  335,  336 
polyphyletisme  389 
polyploidie  391 
polyproteines  272 
polysaccharides  177,  265,  272, 

435,  438, 452 

polysomes  81,  99,  100,  248 
polytenie  215 

pompe  H+  ATP  dependante  162 
pompe  Na+/K+  124, 151, 152 
pompes  a  protons  153, 154, 187, 
198,  303,  482 

pore  nucleaire  204,  209,  280,  382 
porine  42,  247,  297 
potentiel  d'action  135 

-  de  membrane  152 


pouvoir  reducteur  299,  305,  309 
precurseurs  4,  63,  64,  211,  216, 
273,  319,  370,  399,  468 
preribosomes  231,  232 
prions  448,  469 
procaryotes  12,  23,  33,  41,  86 
profil  d'hydrophobicite  125, 147 
progenote  479,  481 
proliferation  234,  245,  364,  396, 
400,  404,  409,  418,  442,  465 
prometaphase  382 
promoteur  83,  87,  89,  226,  229 
prophage  463 
prophase  363,  381 
proplastes  284,  292 
protease  253, 470 
proteasomes  154,  285 
proteine 

-  G  135, 184,  407,  408 

-  P53,  410,  411 

proteine-chaperon  98,  256,  281, 
284,  285 

proteine-kinase  402, 405,  408, 
449 

proteines  associees 
aux  microfilaments 
et  aux  microtubules  336,  337 

-  d'adherence  424,  429 

-  d'echange  de  phospholipides 

261 

-  de  coiffage  338 

-  de  fusion  254 

-  de  reserve  250 

-  de  reticulation  337 

-  de  stabilisation  337,  370 

-  extrinseques  121, 457 

-  fibreuses  432,  433,  441 

-  intrinseques  121,  256,  260 

-  membranaires  115, 121, 139, 

147, 257,  273,  275 

-  non-histones  206,  380 

-  porteuses  147, 187,  299 

-  regulatrices  237 

-  secretees  248,  250,  262,  275 

-  tissu-specifiques  234 

-  ubiquistes  419 
Proteobacteries  485, 486,  488 
proteoglycanes  116, 140, 165, 

250,  267,  270, 432,  438,  441 
proteoliposomes  118, 120, 122 
proteoplastes  181,  293 
Protistes  38, 164, 187,  214,  264, 
322,  324,  329,  341,  351,  362, 
364,  389,  397,  416,  440,  453, 
466,  480,  486, 488 
proto-oncogenes  411,  465 
protocellules  479 
protofilaments  329,  334,  339, 
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protoplasme  24 
provirus  463, 465 
pseudopodes  354 
puffs  216,  235,  236 
puits  recouverts  159, 467 
pulse  64,  81,  211,  313,  398,  399 
pulse-chase  64,  212,  221,  247,  251, 
266,  268 
puromycine  99 
pyruvate  decarboxylase  299 

Q 

queue  de  poly  A  227 

R 

radioactivite  63,  65 
rapport  nucleocytoplasmique 
204 

reactifs  de  Hill  306 
reaction  APS  54 

-  de  Feulgen  54,  206 

-  inflammatoire  165 
reactions  anaplerotiques  319 
recepteur  135, 184 

-  de  la  PRS  254 

-  de  la  sequence-signal  255 

-  des  LDL  161, 162 
recepteurs  115, 162, 165,  267, 

357,  405 

-  au  mannose  6-P  277 

-  catalytiques  407,  408 

-  couples  aux  proteines  G  406 

-  cytoplasmiques  406 

-  membranaires  133, 134, 154, 

161,  247,  282,  406,  407,  409, 
411,  421,  439,  444,  467 

-  non  catalytiques  407 
recepteurs-canaux  407 
reconnaissance  115,  271 
reduction  des  nitrates 

et  des  sulfates  319 
regeneration  234,  365, 423 
regulation  90,  91, 135 
renouvellement  4, 181,  222,  245, 
246 

-  cellulaire  191,  404,  410 
reparation 

-  de  l'ADN  370,  376 

-  des  tissus  365 
replication  217,  362-373,  384, 

396,  449,  453,  462,  466 
replicon  374,  375, 450 
replique  28, 119,  294 
represseur  91,  92,  240,  468 
reproduction  1,  5 


-  cellulaire  362 

-  sexuee  35, 362 
reptation  352 

reseau  transgolgien  265 
reserves  170, 176, 180-183, 195, 
294,  419,  436 

resistance  plasmidique  450 
respiration  14, 172,  319,  324,  482 

-  cellulaire  134,  298,  482,  485 
retention  active  259 
reticulum  347 

-  endoplasmique  34, 128, 153, 

154,  248,  262,  265,  286,  386, 
388, 457,  464,  470,  483 

-  endoplasmique  rugueux  (RR) 

166,  248,  256,  484 

-  endoplasmique  lisse  (RL)  249, 

259,  260,  262 

-  sarcoplasmique  153,  250,  350 
retrovirus  411,  457, 459, 465 
ribosomes  10,  81,  83,  93-97, 166, 

230,  237,  248,  252,  253,  264, 
285,  386,  483 
ribozyme  97,  480 
ribulose  1,5-bisphosphate  313 
routage  100,  245,  278,  279,  286, 
467 

RUBISCO  281,  284,  313-316 
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saccharose  182,  196,  198 
sarcomeres  330,  349 
schema  dit  en  Z  310 
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